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Bd. 322 (1960) 1 


Alkalilabilitat von durch y-Strahlen veranderten 
Starkepraparaten 


Von 
8. Jenéié und M. Samee 


Aus dem Chemischen Institut ,,Boris Kidrit‘‘, Ljubljana (Laibach), Jugoslawien 
(Der Schriftleitung zugegangen am 23. Februar 1960) 


Herrn Prof. Dr. E. Waldschmidt-Leitz zum 65. Geburtstag gewidmet 


Starke erfahrt durch y-Strahlen wesentliche Verinderungen. Wie 
wir an anderer Stelle berichtet haben, bewegen sich die Eigenschafts- 
inderungen im Sinne der Bildung diinn-kochender Stirken!. So erhielten 
wir zum Beispiel aus Kartoffelstirke durch Bestrahlung mit etwa 
2000000 rep eine Form léslicher Starke (wir nannten sie Nuklearstiarke), 
welche sich in der Papierfabrikation und in der Textilindustrie ahnlich 
gut verwenden lieB wie viele andere speziell fiir solche Zwecke fabrizierte 
Priparate. 

Im Wunsche, solche Stirkeformen recht ausfiihrlich zu charakteri- 
sieren, griffen wir auch zur Bestimmung der Alkalilabilitaét, welche nach 
Schoch und Jensen? ein gutes Charakteristikum fiir Starkeprodukte 
darstellt. wenn auch diese Werte nicht etwa als quantitative Bestimmung 
der Aldehydgruppen angesehen werden diirfen. 


In der Methodik hielten wir uns streng an die erwihnten Autoren. 


Die Starkeproben wurden so weit pulverisiert, daB sie durch ein 60-Maschen- 
Sieb durchgingen. Die Feuchtigkeit wurde getrennt bestimmt. Proben zu 500 mg 
wurden mit 10 cm* dest. Wasser gleichmaBig angefeuchtet, 25 cm’ 0,4n NaOH 
zugesetzt, kraftig geschiittelt, so daB die Starke gleichmaBig verquoll. Dann wurden 
65 cm* heiBes dest. Wasser zugesetzt, das ReaktionsgefaB in siedendes Wasser 
eingetaucht und 60 Min. bei dieser Temperatur gehalten. SchlieBlich wurde die 
Probe durch Eintauchen in kaltes Wasser abgekiihlt und 50 bis 75 cm? kaltes Wasser 
zugesetzt, so daB die Reaktion rasch zum Stillstand kam. Nach Zusatz von 1 cm? 
Thymolblau-Indikator wurde der Alkaliiiberschu8 mit Salzséure zuriicktitriert. 
Parallel wurden 25 cm® der 0,4n Lauge ebenfalls gegen Thymolblau titriert. Der 
,Alkaliwert‘* ergibt sich aus der Rechnung: (cm* Saéure beim Blindversuch — cm® 
Saure bei der Probe) x Normalitat < 10/Gewicht d. wasserfreien Probe. 


DemgemaB bedeutet die ,,Alkalizahl‘‘ die cm? 0,1ln NaOH, welche 
durch 1 g Starke verbraucht werden (einstiindiges Erhitzen auf 100°). 


1 M.Samec, Die Starke 10, 76 [1958]; 11, 285 [1959]; 12, 99 [1960]; J. 
appl. Polymer Sci. 3, 224 [1960] 

2 T. J.Schoch u. C.C. Jensen, Ind. Engng. Chem., analyt. Edit. 12, 531 
[1940]. 
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Bd. 322 (1960) Durch y-Strahlen verinderte Starke 3 


Im Hinblick auf die Alkalilabilitét war unsere Kartoffelstirke der 
von Schoch studierten sehr ahnlich, unsere beiden Cerealstiirken aber 
waren etwas labiler als bei Schoch. So betrug die Alkalizahl 


bei Schoch bei uns 
fir Kartoffelstarke.. .........4.-. 5,7 66 6,9 6,2 
WUr WEUDROIRIED. 5. «os sc es wks 8 9,7 11,5 17,2 
FAY TRAN, 5s ks ss ss we ee 9,8 11,0 12,2 15,2 


Die ,,Alkalizahlen“ der drei erwihnten, verschieden lange be- 
strahlten, Starken sind in Tab. 1—3 zusammengestellt. In diesen fiihren 
wir auch die Reduktions- Werte, welche eine Schitzung des Abbaugrades 
der Stiirke erméglichen, sowie unsere Messungen des Dispersititsgrades 
(Molekulargewicht des durch die Kollodiummembran permeablen An- 
teiles) und des im Osmometer ausgefallenen Anteiles (Koagul.) an. 
Da nach unseren friiheren Beobachtungen mit steigender Strahlen- 
wirkung die Staérken auch saurer werden, fiihren wir in den Tabellen auch 
die Alkalimengen an, welche durch die Eigensiuerung der Stiirke neu- 
tralisiert werden. Die Zahlen wurden durch direkte Titration der Kleister 
bestimmt. Diese Alkalimengen sind so gering, daB sie das Bild iiber den 
Gang der Alkalizahlen nicht beeinflussen. 

Die Alkalizahlen unserer ,,Nuklearstirken“ liegen im 
Bereich der Alkalizahlen welche Schoch und Jensen fiir siure- 
modifizierte Stirken einer Fluiditait® von 20 bis 90 angaben. 


Frau Alenka Markié danken wir fiir die experimentelle Mitarbeit. 


Summary 


The changes, caused by y-irradiation, in various types of starch 
have been investigated. 


Prof. Dr. M.Samec, Chemisches Institut ,, Boris Kidrié, Ljubljana, Jugoslawien. 


3 Methode Buel 8th Int. Congr. f. Reine u. angew. Chemie, Orig. Com. 13, 
63 [1912]. 


\* 











Bd. 322 (1960) 


Bestimmung von Asparagin- und Glutaminresten 
in Taka-Amylase A 
Von 
Shiro Akabori und Kozo Narita 


Aus dem Institut fiir Eiwei8forschung, Universitit Osaka, Japan 


(Per Schriftleitung zugegangen am 17. Marz 1960) 


Herrn Professor Dr. E. Waldschmidt-Leitz zum 65. Geburtstag gewidmet 


In den letzten zehn Jahren sind in unserem Laboratorium! Versuche 
zur Aufklarung des Zusammenhangs zwischen der chemischen Struktur 
und der enzymatischen Aktivitit von Taka-Amylase A unternommen 
worden. Dabei wurden mehrere Peptidsequenzen um die Tyrosin-, Lysin- 
und Cysteinsiurereste? und der Kohlenhydratanteil® sowie die N- und 
C-endstiindigen Gruppen‘-’ festgestellt. Als C-terminale Reste fand 
Ikenaka® durch Hydrazinolyse je ein Mol Serin, Alanin und Glycin, fiir 
das Aminoende jedoch nur ein Mol Alanin pro Mol Enzym; er schlo8 
daraus auf das Vorliegen verzweigter Peptidketten. Dieses Ergebnis 
bedarf jedoch noch der Bestatigung durch andere Methoden zur C- 
Endgruppenbestimmung, wie Carboxypeptidase-Abbau oder das Reduk- 
tionsverfahren. 


Das letztere wurde auch zur Bestimmung von Asparagin- und 
Glutaminresten in Proteinen benutzt und neuerdings auf 6-Lactoglobulin, 
Lysozym, Insulin’, Chymotrypsinogen® und auf das Protein von Tabak- 
mosaikvirus!® mit Erfolg angewandt. Bei Veresterung der freien Carboxyl- 
gruppen mit Methanol-Acetanhydrid und darauffolgender Reduktion mit 
Natriumborhydrid wurde beobachtet, dai Aminosiiureamide intakt 
bleiben. Durch anschlieBende Hydrolyse des reduzierten Proteins und 
Bestimmung der beiden sauren Aminosiuren erhilt man Angaben iiber 


1§. Akabori, Symposium on Starch and Amylases, S.1, 26. Okt. 1957. 

2 T. Matsushima, T.Ikenaka u. 8. Akabori, J. Biochem. (Japan) 47, 
321 [1960]. 

3 A. Tsugita u. 8. Akabori, J. Biochem. (Japan) 46, 695 [1959]. 

4 §. Akabori u. T. Ikenaka, J. Biochem. (Japan) 42, 603 [1955]. 

5 T. Ikenaka, J. Biochem. (Japan) 48, 255 [1956]. 

® K. Narita u. 8. Akabori, J. Biochem. (Japan) 46, 91 [1959]. 

7 A. Tsugita, J. Biochem. (Japan) 46, 583 [1959]. 

8 A.C. Chibnall, C. Haselbach, J. L. Mangan u. M. W. Rees, Biochem. 
J. 68, 122 [1958]. 

® P. E. Wilcox, E. Cohen u. W. Tan, J. biol. Chemistry 228, 999 [1957]. 

10 L. K. Ramachandran u. K. Narita, Biochim. biopysica Acta [Amster- 
dam] 30, 616 [1958]. 
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die Zah] der im nativen Protein vorkommenden Asparagin- und Glutamin- 
reste. 

Friiher wurde mitgeteilt, daB Taka-Amylase A bei einem durch- 
schnittlichen Molekulargewicht von 5300041)!2 61 Asparaginsiure-, 
25 Glutaminsiure- und 47 Amidreste!* enthailt. Die Zahl der Amid- 
gruppen gibt die Gesamtzahl der im Enzym vorhandenen Asparagin- und 
Glutaminreste an, wenn keine ungewohnlichen Bindungen wie z. B. Ver- 
zweigungen vorliegen. 

Bevor wir uns mit der C-Endgruppenanalyse befassen, wurden in 
der vorliegenden Untersuchung die Bedingungen zur vélligen Reduktion 
von veresterter Taka-Amylase A studiert und die Zahl der Asparagin- 
und Glutaminreste im Enzym nach der genannten Methode bestimmt. 

Die Hydrolysate des reduzierten Enzyms wurden durch Siulen- 
chromatographie an Dowex 2 (Acetat-Form) nach Hirs, Moore und 
Stein? analysiert. Obgleich diese Autoren fiir die beiden sauren Amino- 
siuren in diesem chromatographischen System etwas niedrigereAusbeuten 
(bei Asparaginsiure 75%, bei Glutaminsiure 80%) angegeben hatten, 
konnten wir in unseren Versuchen fast quantitative Ausbeuten erhalten, 
wie aus Tab. 1 ersichtlich ist. 


Tab. 1. Ausbeuten an Asparaginséure und Glutaminsaéure nach Chromatographie 
an Dowex 2X8*. Angaben in % der vorgegebenen Aminosaiuremenge. 











Vers.-Nr. Tyrosin Glutaminsaure Asparaginsaure 
1 102,0 — 96,7 
2 96,5 103,1 98,0 
3 95,1 99,3 95,9 
4 100,0 103,8 97,2 
Mittelwert 98,4 102,1 97,0 











* Die Zahlen wurden fiir Ninhydrin-Farbausbeute durch Faktoren von Moore und Stein" 
gegen Leucin korrigiert: bei Tyrosin 1,00, bei Glutaminsiure 0,99 und bei Asparaginsiiure 0,94. 


Unter Anwendung dieses Verfahrens bestimmten wir die beiden 
Aminosiuren im Hydrolysat reduzierter Taka-Amylase A nach ver- 
schiedenen Veresterungs- und Reduktionszeiten. Tab. 2 zeigt, daB zur 
Veresterung des Proteins iiber 96 Stdn. und zur Reduktion iiber 48 Stdn. 
notwendig sind. Weiterhin ist zu ersehen, da 50 Amidreste je Mol Taka- 
Amylase A enthalten sind, von denen 35 dem Asparagin und 15 dem 
Glutamin angehéren. 

Nach Chibnall und Mitarbeitern findet bei der Veresterung mit 
Methanol-HCl eine merkliche Hydrolyse von Amidgruppen in Proteinen 
statt®. Bei der Veresterung von Taka-Amylase A mit Methanol-Acetan- 


11 T. Isemura u. 8. Fujita, J. Biochem. (Japan) 44, 443 [1957]. 

12 §. Akabori, T. Ikenaka, H. Hanafusa u. Y. Okada, J. Biochem. 
(Japan) 41, 802 [1954]. 
' 13 ©. H. W. Hirs, 8S. Moore u. W. H. Stein, J. Amer. chem. Soc. 76, 6063 
1954]. 

148. Moore u. W. H. Stein, J. biol. Chemistry 211, 907 [1954]. 
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Tab. 2. Asparagin- und Glutamingehalt von Taka-Amylase A. 








Veresterung | Reduktion Mol/Mol Enzym 
(Stdn.) (Stdn.) Asparagin Glutamin Gesamt 
48 24 39,6 20,0 59,6 
48 48 35,5 18,1 53,6 
96 24 34,4 16,8. 51,2 
96 48 34,6 15,0 49,6 
168 24 — 16,7 — 
168 48 35,0 15,0 50,0 











hydrid wird aber, wie aus Tab. 3 ersichtlich, weniger als ein Mol Ammoniak 
pro Mol Protein abgespalten. 

Die Zahl der in den vorliegenden Versuchen gefundenen Amidreste 
iibertrifft die friiher mitgeteilte (47 Amidreste™). Diese Tatsache liefe 
sich entsprechend den Annahmen von Ikenaka® durch das Vorliegen 
von Verzweigungen an Asparaginsiiure oder Glutaminsiureestern er- 
kliren. Die Differenz liegt jedoch innerhalb des Versuchsfehlers. Vor- 
laufige Versuche zur C-Endgruppenbestimmung mittels Carboxypeptidase 
weisen auf das Vorhandensein nur eines einzigen endstiindigen Serinrests 
hin. Weitere Studien zu diesem Problem sind im Gang. 


Tab. 3. Ammoniakabspaltung bei der Veresterung von Taka-Amylase A. 








Veresterung Probemenge Ammoniak 
(Stdn.) (mg) (mg) | (Mol/Mol) 

0 64,4 0,00 0,00 

24 78,2 0,0096 0,44 

48 88,4 0,0032 0,23 

72 90,0 0,0192 0,82 

96 81,6 0,0192 0,89 

144 93,1 0,0224 : 0,91 

168 96,7 0,0128 0,50 











Beschreibung der Versuche 


Material: Dreimal umkristallisierte Taka-Amylase A wurde von Frl. 
Hiroko Toda nach Akabori und Mitarbeitern!® hergestellt. Dowex 2X8 
(200—400 mesh) wurde durch Muromachi Chemical Industry Company, Tokio, 
bezogen. 

Die Veresterung geschah in Anlehnung an die von Wilcox und Mitarbeitern® 
fiir Chymotrypsinogen verwendete Methode. Etwa 200 mg Protein, gelést in 10 cm’ 
Wasser, wurden durch Zusatz von 40 cm® Methanol gefallt, zentrifugiert und mit 
absol. Methanol dreimal gewaschen. Der Riickstand wurde in 10 cm* absol. Methanol 
suspendiert und dazu wurden 2 cm* Acetanhydrid hinzugefiigt. Das Gemisch wurde 
wahrend der in Tab. 2 angegebenen Zeit bei Zimmertemperatur geriihrt. Der 
Protein-methylester wurde abgesaugt und durch Zentrifugieren mit Methanol und 
Ather gewaschen. Man trocknete im Vak. und pulverisierte das Praparat fein. 


15 §. Akabori, T. Ikenaka u. B. Hagihara, J. Biochem. (Japan) 41, 577 
[1954]. 
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Bestimmung des bei der Veresterung abgespaltenen Ammoniaks: 
Das Filtrat und die Waschlésungen des Protein-methylesters wurden vereinigt, 
im Vak. getrocknet und durch Mikro-Kjeldahl-Bestimmung analysiert. Die Resultate 
sind in Tab. 3 zusammengestellt. 

Reduktion: Die Suspension von etwa 50 mg des Protein-Esters in 30 cm? 
Tetrahydrofuran wurde mit 50 mg Natriumborhydrid versetzt und unter Riickflu8 
auf einem Heizmantel gekocht. Nach den in Tab. 2 angegebenen Zeiten wurde das 
Reaktionsgemisch im Kiihlschrank abgekihlt, mit verd. Salzsiure auf pH2 an- 
gesiuert und 30 Min. in der Kalte stehengelassen. Unterhalb 30° verdampfte man 
im Vak. das organische Lisungsmittel, dialysierte die reduzierte Protein-Suspension 
erschépfend gegen Wasser und lyophilisierte. 

Hydrolyse und Analyse von reduziertem Protein: In einem ge- 
schlossenen Rohr wurden jeweils etwa 8 mg des reduzierten Proteins 24 Stdn. mit 
0,5 cm? konstantsiedender Salzsiure auf 110° erhitzt und die Hydrolysate wurden 
im Vak. konzentriert. Der Riickstand wurde in 1 cm® 0,5m Essigsiure gelést. 
0,5 cm’ davon wurden auf eine mit 0,5m Essigsiure aquilibrierte, 30 cm lange und 
0,9 em starke Saéule von gesiebtem Dowex 2X8 (Acetat-Form, KorngréBe unter 
200 Maschen) gebracht und bei 25° chromatographiert. 


Zusammenfassung 


Zur Bestimmung von Asparagin- und Glutaminresten in Taka-Amy- 
lase A wurden die freien Carboxylgruppen des Enzyms mit Methanol- 
Acetanhydrid verestert, die Estergruppen mit Natriumborhydrid redu- 
ziert und das so verinderte Protein hydrolysiert. Im Hydrolysat wurden 
Glutaminsiure und Asparaginsiure durch Siulenchromatographie an 
Dowex 2 bestimmt. Aus ihrer Menge folgt, daB Taka-Amylase A je Mol 
(Molekulargewicht 53000) 50 Amidreste enthalt, von denen 35 dem 
Asparagin und 15 dem Glutamin angehéren. 


Summary 


In order to determine the asparagine and glutamine residues in Taka- 
amylase A, the free carboxyl groups of the enzyme were esterified with 
methanol-acetic anhydride, the ester groups reduced with sodium boro- 
hydride and the resulting changed protein submitted to hydrolysis. 
Glutamic acid and aspartic acid were determined in the hydrolysate by 
column chromatography on Dowex 2. Taka-amylase A (molecular weight 
53,000) was thus shown to contain 50 amide residues per molecule; 
35 from asparagine and 15 from glutamine. 


Prof. Dr. Shiro Akabori, Institut fiir EHiwetBforschung der Universitat, 
Osaka, Japan. 











Neue y-Glutamylpeptide in der Zwiebel . 
(Allium cepa )* 
Von 
Artturi I. Virtanen und E. J. Matikkala 
Aus dem Biochemischen Institut der Stiftung fiir Chemische Forschung, Helsinki 





(Der Schriftleitung zugegangen am 13. April 1960) 


Herrn Professor Dr. H. Waldschmidt-Leitz zum 65. Geburtstag gewidmet 


Bei unseren Untersuchungen iiber die Zusammensetzung der Kiichen- 
zwiebel (Allium cepa L.) haben wir neben frei vorkommenden schwefel- 
haltigen Amino- und Iminosiéuren (S-Methyl- und S-n-Propyl-cystein- 
sulfoxyd sowie Cycloalliin') wenigstens fiinf saure Peptide gefunden. 
Diese werden schon in 0,5—I1n HCl bei 100° hydrolysiert und kénnten 
deshalb y-Glutamylpeptide sein. In unserer vorliufigen Mitteilung? haben 
wir schon kurz berichtet, daB uns die Isolierung von drei y-Glutamy]- 
peptiden aus der Zwiebel gelungen ist : Zwei konnten in kristalliner Form, 
das dritte praktisch rein isoliert werden. Die Zusammensetzung und 
chemische Struktur der in kristalliner Form isolierten Peptide wurden 
aufgeklart, fiir das dritte Peptid konnte eine wahrscheinlich Struktur- 
formel aufgestellt werden. 

Im weiteren Verlauf der Untersuchungen haben wir nun das dritte 
und auch ein viertes Peptid in kristalliner Form isoliert. In dieser Mit- 
teilung wird ausfiihrlich iiber die Isolierung, Strukturbestimmung und 
die Eigenschaften der beiden ersten y-Glutamylpeptide berichtet. 


Ergebnisse und Beschreibung der Versuche 
y-L-Glutamyl-L-phenylalanin (Peptid I) 


Isolierung : 5 kg in Finnland kultivierte Zwiebeln (Allium cepa) wurden mit 
Kohlensaureeis in Athanol gefroren und im gefrorenen Zustand in kaltem Athanol 
zermalen. Die Lésung enthielt etwa 80° Athanol. Nach 24stdg. Stehenlassen wurde 
der Riickstand abfiltriert und mit 80proz. Athanol gewaschen. Die vereinten 
Athanollésungen lieS man durch eine Amberlit-IR-120-Saule flieBen, die etwa 
1,5 1 Harz (200—400 mesh, H-Form) enthielt. Die Saiule wurde mit 20 1 dest. Wasser 
gewaschen. AnschlieBend wurde mit 251 1n NH,OH eluiert. Die ammoniakalische 


* Der Rockefeller Foundation sind wir fiir die Unterstiitzung der Arbeit 
zu Dank verpflichtet. Zum Teil wurde die Arbeit im Rahmen eines Forschungs- 
projekts unter US Public law 480 durchgefiihrt. 

1 A.I. Virtanenu. E. J. Matikkala, Suomen Kemistilehti B 29, 134 [1956]; 
81, 191 [1958]; Acta chem. scand. 18, 623, 1898 [1959]; E. J. Matikkala u. 
A. I. Virtanen, Suomen Kemistilehti B 80, 219 [1957]. 

2 A. I. Virtanen u. E. J. Matikkala, Suomen Kemistilehti B 38, 83 [1960]. 
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Lésung wurde im Vak. zur Trockne gebracht. Der Riickstand wurde in 120 ml 
Wasser gelést und auf einer mit Dowex 1 (200—400 mesh., Acetatform) gefillten 
Saule (5 x 40 cm) fraktioniert. Man eluierte anfangs mit Wasser (53 Frakt. 4 30 ml), 
danach mit 0,5n Essigsiure. Nachdem 296 Frakt. 4 30 ml aufgefangen waren, 
wurde die Eluierung mit 1n HCl fortgesetzt, wobei Fraktionen 4 20 ml/30 Min. 
gesammelt wurden. Die Fraktionen wurden papierchromatographisch mit Butanol/ 
Essigsaure/Wasser 63:10:27 als Lésungsmittel gepriift. Frakt. 331—362, in welchen 
eine in 1n HCl-Lésung bei 100° hydrolysierbare, unbekannte Substanz beobachtet 
wurde, wurden vereinigt und in einer Amberlit-IR-120-Saule (2,5 <x 66 cm) von 
Salzsiure befreit. Die Saule wurde mit Wasser gewaschen, und die Substanz mit 
ln NH,OH eluiert. Die Lésung wurde im Vak. zur Trockne eingedampft, der gelbe 
Riickstand in 10 mi Wasser gelést, und die Lésung unter geringer Erwarmung mit 
100 mg Aktivkohle geschiittelt. Nach Filtrieren setzte man der Lésung Methanol zu, 
wobei die Substanz in farblosen, kleinen Nadeln auskristallisierte. Ausbeute 1,641 g 
oder 0,033% pro frische Zwiebel. Die Substanz gab auf dem Papierchromatogramm 
nur einen Fleck, der sich in Butanol/Essigsiure/Wasser etwas schneller als Tyrosin, 
in Phenol/Wasser (NH,) gleich schnell wie Tyrosin bewegte. 

Die isolierte Substanz entsprach einem der beiden Ninhydrinpositiven Flecken , 
die auf den zweidimensionalen Chromatogrammen von Zwiebelextrakt unterhalb 
von Tyrosin vorkamen und die beim Kochen mit 1n HCl verschwanden. 


Hydrolyse des isolierten Peptides: Die Substanz (10 mg) wurde durch 
Erhitzen mit 1 ml 0,5n HCl auf 104° gespalten. Als Hydrolyseprodukte konnten 
auf einem zweidimensionalen Papierchromatogramm Glutaminsaéure und 
Phenylalanin identifiziert werden. In Parallelversuchen wurde festgestellt, daB 
in 0,5n HCl bei 100° etwa 1/,; der Substanz in 1 Stde. hydrolysiert wird; in 3 Stdn. 
war die Hydrolyse vollstandig. Bei starker Hydrolyse (6n HCl, 104°, 24 Stdn.) 
wurden dieselben Hydrolyseprodukte erzielt wie bei milder Hydrolyse. Auf Grund 
der Hydrolyseversuche war es wahrscheinlich, daB es sich um ein y-Glutamylpeptid 
handelte. 

Analyse des Peptids: Die Substanz, die sich als Ammoniumsalz eines 
sauren Peptids erwies, war schwefelfrei. 

C,,H,,N,0; (311,3) Ber. C 54,01 H6,80 N 13,50 O 25,70 
Gef. C 53,81 H6,76 N 13,14 O 26,41 


Bei der Destillation von Ammoniak aus der alkalisierten Lésung im Parnas- 
Wagner-Apparat wurden 4,74% NH,-N gefunden (ber. 4,50% N aus Ammonium- 
Kation). 


Bestimmung der «-Carboxyl- und «-Aminogruppe (nach Linko*): 
Bei dieser Methode werden NH, und CO, bestimmt, die bei der Kinwirkung von 
Ninhydrin aus «-Amino- und a-Carboxylgruppen gebildet werden. Da das Peptid 
als Ammoniumsalz vorlag, wurde dieses Ammoniak neben der «-Aminogruppe 
bestimmt. 

Bei der Bestimmung der Carboxylgruppe wurden aus 25,1 mg Peptid 
(NH,-Salz) 3,50 mg CO, erhalten; ber. 3,55 mg pro a-Carboxylgruppe. Bei der 
Bestimmung von Aminostickstoff wurden aus 25,1 mg 2,70mg NH, erhalten, 
entsprechend 8,84% N (ber. 9,00% N pro «-NH,- und NH?-N). 

Auf Grund dieser Resultate miissen «-Amino- und «-Carboxylgruppe der 
Glutaminsaure in dem Peptid frei sein. 


Die N-terminale Aminosaure im Peptid wurde mit 2.4-Dinitro-fluorbenzol 
bestimmt. Nach der Reaktion wurde in Atherextrakt nur DNP-Glutaminsiure 
papierchromatographisch gefunden. Glutaminsaure ist somit die N-terminale 
Aminosaure. 


3 P. Linko, Suomen Kemistilehti B 28, 96 [1955]. 
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Konfiguration der Aminosauren des y-Glutamylpeptids: Die oben 
angefiihrten Versuche und Analysen haben eindeutig bewiesen, daB8 das isolierte 
saure Peptid y-Glutamyl-phenylalanin ist. Um die Konfiguraton der Glutamin- 
siure und des Phenylalanins in dem Peptidmolekiil zu bestimmen, wurden 200 mg 
Peptid in 10 ml 1n HCl bei 104° einen Tag hydrolysiert. Die Lésung wurde im Vak. 
eingedampft und der Riickstand auf einer Dowex-1-Siule fraktioniert. Nachdem 
Phenylanin mit Wasser eluiert war, wurde Glutaminsiure mit 0,5n Essigsaure 
eluiert. 83 mg Phenylalanin und 79,5 mg Glutaminsaure wurden kristallin erhalten. 
Im isolierten Phenylalanin wurde 8,40% N gefunden (ber. 8,47%), in Glutamin- 
sdure 9,38% N (ber. 9,51%). Die Reinheit der Aminoséuren wurde durch Aufnahme 
der IR-Spektren bestatigt. 

Optische Drehung der isolierten Aminosiuren und des Peptids: 

Phenylalanin [«]??: — 30,6 (in Wasser) 

Glutaminsaure [a]: + 33,0 (in 6x HCl) 

y-Glutamyl]-phenylalanin [«]}): + 17,3 (in Wasser) 

Die Werte zeigen, da8 sowohl die Glutaminsiure als auch das 
Phenylalanin im Peptid L-Formen sind. Das aus Zwiebeln isolierte saure 
Dipeptid ist also y-L-Glutamyl-L-phenylalanin: 

HO,C - CH(NH,) - CH, - CH, - CO — NH - CH(CH, - C,H;) - CO,H 
Die Rr-Werte des Peptids sind in der Tabelle (S. 15) angegeben. 


y-L-Glutamyl1-S-[8-carboxy-n-propyl]-cysteinyl-glycin 
: (Peptid IT) 


Isolierung des Peptids: Bei weiterer Fraktionierung der Peptide auf einer 
Dowex-1-Saéule mit 1n HCl trat in den Frakt. 363—373, nachdem y-Glutamy]- 
phenylalanin in den Frakt. 331—362 eluiert war, ein anderes, leicht hydrolysier- 
bares Peptid auf, daz mit Ninhydrin auf Papier einen rotvioletten Fleck gab. Die 
Fraktionen wurden vereinigt, und die Lésung durch eine Amberlit-IR-120-Saule 
geschickt. Nach Waschen der Siule mit Wasser wurde mit 1m Ammoniak eluiert. 
Nachdem die Lésung zur Trockne gebracht war, wurde papierchromatographisch 
gefunden, daB das Peptid teilweise hydrolysiert war. Durch milde und starke 
Saurehydrolyse wurden aus dem Peptid drei Aminosauren gebildet, welche kraftige 
Flecken auf dem Papierchromatogramm gaben: Glutaminsaure, Glycin und eine 
unbekannte Aminosaure, welche in einem blaugriinen Fleck mit Ninhydrin kenntlich 
war. 

Das reine Peptid wurde aus 2 kg Zwiebeln so schonend isoliert, daB Hydro- 
lyse durch Salzséure vermieden wurde: Im Anschlu8 an die Eluierung von einer 
Dowex-1-Saule mit 0,5n Essigsiure wurde y-Glutamyl-phenylalanin mit 1n Essig- 
sdure eluiert. Nachdem 130 Fraktionen 4 14 m/ aufgefangen waren, ohne daB das ge- 
suchte Peptid aus der Siule kam, begann man mit In HCl zu eluieren. Nachdem 
5 Fraktionen 4 25 mi gesammelt waren, kam das Peptid in den folgenden 25 
Fraktionen aus der Saéule, wobei noch keine Salzsiure austrat. Die vereinten 
Fraktionen wurden schonend eingeengt. Durch Acetonzugabe wurde das Peptid 
ausgefallt. Es war noch nicht chromatographisch rein sondern enthielt noch eine 
ninhydrinpositive Substanz, welche mit Butanol/Essigsiure/Wasser 63:10:27 etwas 
langsamer als das gesuchte Peptid wanderte. Durch Fraktionierung auf einer 
Cellulosesiule (5,5 x 34cm) mit Butanol/Eisessig/Wasser konnte das Peptid von 
dieser Substanz getrennt werden. Von einem gelblichen Farbstoff wurde das Peptid 
durch Ausschiitteln seiner waBrigen Lisung mit etwas Aktivkohle befreit, wonach 
das Peptid in kleinen farblosen Nadeln kristallisierte. Ausb. 251 mg. 

C,,H.3N,0,8 (393,4) Ber. C 42,74 H5,89 N 10,68 O 32,54 S 8,15 
Gef. C 41.96 H6.16 N 9,80 O 33,55 S 7,19 
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Isolierung der neuen Aminosadure: Frakt. 363—373 der ersten Auf- 
trennung des Peptids aus 5 kg Zwiebeln wurden fiir die Isolierung der unbekannten 
Aminosaure verwendet. Das eingedampfte Ammoniakeluat wurde in 30 ml 6n HCl 
gelést und 24 Stdn. bei 104° gehalten. Die Salzsiurelésung wurde im Vak. zur 
Trockne gebracht, der Riickstand in 8 ml 0,5n Essigséure gelést und auf einer 
Dowex-1-Siule (3,4 x 30cm) fraktioniert. Das Harz war im Gleichgewicht mit 
0,5n Essigsiure. Fraktionen 4 7 ml/30 Min. wurden gesammelt. Glycin kam in 
Frakt. 10—20, die unbekannte Aminosiaure teilweise zusammen mit Glutaminsaure 
in Frakt. 54—80, teilweise allein in Frakt. 81—101. Diese wurden im Vak. ein- 
gedampft. Der Riickstand wurde in 8 ml Wasser bei 50° gelést. Im Eisschrank 
kristallisierte die Aminosiure in kleinen Nadeln aus. Ausb. 249mg. Nach Ein- 
dampfen der Mutterlauge konnte aus Wasser-Aceton-Liésung noch 265 mg krist. 
Aminosaure zusitzlich erhalten werden. Die Mutterlauge wurde mit Frakt. 54—80, 
welche neben der neuen Aminosadure Glutaminsaure enthielten, vereint. Nach Ein- 
dampfen wurden die Aminosiuren auf einer Cellulosesiule (5,7 x 34cm) mit 
Butanol/Essigsiure/Wasser fraktioniert. Auf diese Weise wurden noch weitere 
366 mg der neuen Aminosaure in kristalliner Form erhalten. Die Totalausbeute war 
somit 880 mg. Schmp. 191—194° (Zers.). 


C,H,,NO,8 (207,3) Ber. C 40,59 H6,28 N6,76 030,90 S 15,48 
sacred Gef. C 40,52 H6,25 N6,61 030,65 S 15,22 


Bestimmung der a-Amino- und «-Carboxylgruppen (nach Linko’®): 
Aus der Aminoséure wurde 21,44% CO, gebildet (berechnet 21,24%, wenn eine 
Carboxylgruppe aus dem Molekiil C,H,,NO,S abgespalten wird). 


Aus der Aminosaiure wurden 6,57% N als Ammoniak abgespalten (berechnet 
6,76°,, N, wenn der Stickstoff total der «-Aminogruppe angehért und somit durch 
Ninhydrin quantitativ abgespalten wird). 


Versuche zurCharakterisierung des Schwefelatoms in der Aminosaure: 


Die Aminosaure enthalt keine SH-Gruppe, wie mit Nitroprussidnatrium in 
alkalischer Liésung festgestellt wurde. Aus Jodwasserstoff wird bei Zimmer- 
temperatur kein Jod freigemacht, so daB keine leicht reduzierbare Gruppe vorliegt. 


Mit HJ (57%) + rotem P wurde nur ein kleiner Teil der Aminosiure gespalten. 
Alanin wurde dabei papierchromatographisch nachgewiesen, 


Oxy dation mit H,O,: 50 mg der Aminosaure wurden in 2,5 ml Kisessig unter 
gelindem Erwarmen gelést. Die Lésung wurde auf 12° gekihlt und mit 30 wl 
30proz. Hydroperoxyd versetzt. Nach 4stdg. Stehenlassen bei Zimmertemperatur 
(wiederholtes Umschiitteln) wurde im Vak. eingedampft und der Riickstand in 
Wasser geliést. Nach Zugabe von Aceton wurden 42,3 mg Kristalle erhalten. Die 
papierchromatographisch einheitliche Substanz wanderte sowohl in Butanol/Essig- 
siure/Wasser als auch in Phenol/Wasser (NH;) langsamer als die urspriingliche. 
Wahrscheinlich war die urspriingliche Aminosaéure durch H,O, zum entsprechenden 
Sulfoxyd oxydiert worden. Wenn man die mit H,O, oxydierte Verbindung mit 
HJ + rotem P reduzierte (3 Stdn. bei Zimmertemperatur) wurde Jod frei. Es wurde 
mit Ather extrahiert. Die gebildete Aminoséure, auf Amberlit IR 120 abgetrennt 
und mit 1n NH,OH eluiert, erwies sich auf einem zweidimensionalen Papier- 
chromatogramm identisch mit der aus dem Peptid isolierten urspriinglichen Amino- 
siure. 

Entschwefelung der Aminosaure mit Raney-Nickel: Die Liésung von 


100 mg der Aminosaure in 30 ml 90proz. Methanol wurde mit 2 g Raney-Nickel* 
4Stdn. unter RiickfluB gekocht. Nach Filtrieren und Auswaschen des Nickelriick- 





4 R. Mozingo, Org. Syntheses 21, 15 [1941]. 
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stands mit 0,07n NaOH wurde die Lisung mit 2n H,SO, angesauert. Die fliichtigen 
Sauren wurden mit Wasserdampf abdestilliert und die Destillate mit 0,142n Ba(OH), 
neutralisiert. Die vereinten Destillate wurden auf ein kleines Volumen eingeengt. 
Die papierchromatographische Untersuchung mit Butanol/1,5n NH,OH 1:1, wobei 
Na-Acetat, Na-n-Butyrat und Na-Isobutyrat als Vergleichsubstanzen dienten, 
zeigte, daB der Hauptteil der gebildeten Sauren genau wie Isobuttersauré wanderte. 
n-Butterséure und Isobuttersiure lieBen sich auf Whatman-1-Papier, das zuvor 
mit dem Lésungsmittel gewaschen war, gut voneinander trennen.Neben Isobutter- 
saéure war auch etwas Essigsaure vorhanden. 

Die durch Wasserdampfdestillation von den f manos Sauren befreite Lésung 
lie8 man durch eine Amberlit-IR-120 Saule (1,3 x 19 cm) flieBen. Nach griind- 
lichem Waschen mit Wasser wurden die Aminosiuren mit In NH,OH von dem 
Harz eluiert. Auf einem 2-dimensionalen Papierchromatogramm war Alanin als 
einzige Aminosaure zu finden. 

Die angefiihrten Experimente fiihrten zu der SchluBfolgerung, da8 
die unbekannte schwefelhaltige Aminosiure, welche aus dem y-Glutamyl- 
peptid isoliert wurde, ein S-(Carboxy-propy!)-cystein ist. Da mit Raney- 
Nickel aus der Aminosiure Isobuttersiiure enteteht, sind folgende 
Strukturen fiir die Aminosiure méglich 








CH, 
| 
HO,C—CH(NH,)—CH,—S—C—CO,H und HO,C—CH(NH,)—CH,—S—CH,—CH—CO,H 
| | 
CH, CH, 
S-[a-Carboxy-isopropyl]-cystein S-[B-Carboxy-n-propyl]-cystein 


Diese Verbindungen und zum Vergleich dazu noch S-[y-Carboxy-n- 
propyl]-cystein, das zwar nicht als die isolierte Aminosiure in Frage 
kommt, wurden synthetisch hergestellt. 


Synthese von S-[a-Carboxy-isopropyl]-Lt-cystein: 878mg _ L- 
Cystein-hydrochlorid - H,O (Schwarz Laboratories Inc.) wurden in einem Ge- 
misch von 5 ml 3n NaOH und 10 ml 96proz. Athanol gelést. Der Lésung wurde 
1,5 ml «-Brom-isobutterséure-athylester (Fluka) zugesetzt. Nach Stehen- 
lassen iiber Nacht wurde die Lésung mit konz. Salzsiure angesaiuert (pq < 3) und 
dann eingedampft. Der Riickstand wurde zweimal mit 50 ml 96proz. heiBem 
Athanol extrahiert. Nach Eindampfen im Vak. wurden dem Riickstand 50 ml 
In HCl zugesetzt, die Lésung 5 Stdn. bei 100° gehalten und wieder im Vak. ein- 
gedampft. Der Riickstand wurde in Wasser gelést und auf einer Dowex-1-Saule 
(Acetatform, 1,7 x 20cm) mit 0,5n Essigsiure fraktioniert. Fraktionen 4 13 ml/ 
30 Min. wurden gesammelt. S-[«-Carboxy-isopropyl]-L-cystein erschien in 
Frakt. 15—27. Nach Eindampfen im Vak. wurde der Riickstand aus Wasser-Aceton 
kristallisiert. Ausb. 640 mg. 

S-[B-Carboxy-n-propyl]-u-cystein: Hiner Lésung von 7 g L-Cystein- 
hydrochiorid:H,O und 4,5g £-Brom-isobuttersdure (hergestellt nach 
Larsson® aus Methacrylsaure) in 10 m/l 96proz. Athanol und 20 ml 3n NaOH 
wurden nach 40 Min. 2 ml 3n NaOH und nach 2 Stdn. noch 4 ml 3n NaOH zu- 
gesetzt. Nach 20stdg. Stehenlassen bei Zimmertemperatur gab man 10 ml konz. 
Salzsiure zu. Dann wurde die Lésung im Vak. eingedampft und der Riickstand 
3mal mit 100 ml heiBer 96 proz. Athanol extrahiert. Nach Eindampfen der Lésung 
léste man den Riickstand in Wasser. Versuche, die Aminosaure durch Zusatz von 
Aceton zur Kristallisation zu bringen, waren erfolglos. Die waBr. Lésung wurde 
deshalb auf einer Dowex-1-Saule (Acetatform, 1,8 « 27 cm) mit 0,5n Essigsaure 


5 E. Larsson, Chalmers Tekn. Hégskolas Handl. 35, 1 [1944]. 
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fraktioniert. S-[f-Carboxy-n-propyl]-L-cystein erschien in Frakt. 6—17. 
Nach Eindampfen im Vak. wurde die Aminoséure aus Wasser-Acecton kristallisiert. 
Ausb. 2,63 g. 

S-[y-Carboxy-n-propyl]-L-cystein wurde aus 1,76g u-Cystein- 
hydrochlorid: H,O und 3 ml y-Brom-n-buttersaiure-athylester analog 
der Herstellung von S-[«-Carboxy-isopropyl]-cystein synthetisiert. Die Aminosdure 
kristallisierte bereits beim einengen der Fraktionen aus. Ausb. 1,5 g. Nach Um- 
kristallisieren aus Wasser-Aceton war die Aminosaure rein. 


Vergleich der natiirlichen Peptid-Aminosaure mit den synthetischen 
Aminosauren 

Fir den Vergleich wurden Butanol/Essigsiure/Wasser 63:10:27 und Phenol/ 
Wasser (NH) verwendet. Im erstgenannten Lisungsmittel (Whatman 1, absteig. 
Chromatogramm, 48 Stdn., ~~ 20°) wanderte S-[a-Carboxy-isopropyl]-L-cystein 
etwas schneller und S-[y-Carboxy-n-propyl]-L-cystein etwas langsamer als die 
natiirliche Aminosaure. S-[8-Carboxy-n-propy]]-L-cystein und die natiirliche Amino- 
siure wanderten gleich schnell. Beim Mischungsversuch bildeten beide Aminosaéuren 
einen einheitlichen Fleck. Auch mit Ninhydrin gaben die Flecken beider Amino- 
siuren genau denselben Farbton. S-[«-Carbodost-Axropyl]-cystein dagegen gab 
eine mehr blauviolette Farbung. 

Mit Phenol/Wasser (NH;) als Lésungsmittel und Whatman-4-Papier wanderten 
S-[-Carboxy-n-propyl]-L-cystein und die natiirliche Aminosiaure gleich schnell. 
Der Farbton der mit Ninhydrin behandelten Flecken war genau dasselbe Violett- 
blaugriin. S-[«-Carboxy-isopropyl]-L-cystein wanderte etwas langsamer als die 
natiirliche Aminosaure, S-[y-Carboxy-n-propy]]-L-cystein wiederum etwas schneller. 
Der Farbton mit Ninhydrin war bei der erstgenannten Aminosaure blaugriin ohne 
violette Nuance, bei der letztgenannten braunviolett. 

Die IR-Spektren von S-[f-Carboxy- ~n-propy!- -L-cystein und S-[«-Carboxy- 
isopropyl]-L-cystein bestatigten die Resultate der chromatographischen Unter- 
suchung: Das IR-Spektrum der letztgenannten Aminosiure unterschied sich 
deutlich vom Spektrum der natiirlichen Aminosaéure. Dagegen waren die IR- 
Spektren von S-[f-Carboxy-n-propy]]-L-cystein und der natiirlichen Aminosaure 
einander ahnlicher. 

Die Ry-Werte und das optische Drehungsvermégen der Aminosiure 
sind in der Tabelle angefiihrt. Auf Grund der chemischen, papierchro- 
matographischen und spektroskopischen Untersuchungen ist die schwefel- 
haltige Aminosiure des aus der Zwiebel isolierten y-Glutamyltripeptids 
S-[6-Carboxy-n-propyl]]-L-cystein. 

In diesem Zusammenhang ist zu erwahnen, da8 Gmelin® aus den Samen von 
Acacia Willardiana kiirzlich S-[B-Carboxyathyl]-L-cystein isoliert und strukturell 
aufgeklart hat. Er hat in diesen Samen dazu noch eine andere S-haltige Aminoséure 
papierchromatographisch nachgewiesen, die er mit Vorbehalt als S-[y-Carboxy- 
propyl]-L-cystein bezeichnete. Diese Aminosaure ist nicht identisch mit unserer aus 
y-Glutamylpeptid II isolierten Aminoséure und auch nicht mit den von uns 
synthetisch hergestellten Aminosaéuren. 


Strukturaufklarung des Peptids 


Hydroiyse: Das Peptid wurde durch 1stdg. Erhitzen mit 0,11 HCl auf 100° 
nur sehr wenig hydrolysiert. Auf dem Papierchromatogramm waren schwache 
Flecke von Glutaminsiure und Glycin zu beobachten. Der Fleck der S-haltigen 
Aminoséure war auBerst schwach. Bei 3stdg. Erhitzen in In HCl wurde es voll- 
stindig gespalten. Neben den starken Flecken von Glutaminsaure, Glycin und der 


® R. Gmelin, diese Z. 316, 164 [1959]. 
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S-haltigen Aminosaéure war ein schwacherer Fleck auf dem Chromatogramm sicht- 
bar, welcher in Phenol/Wasser (NH;) gleich schnell und in Butanol/Essigsiure/ 
Wasser etwas langsamer als die S-haltige Aminosiure wanderte. Dieser Fleck farbte 
sich mit Ninhydrin rotviolett wie die meisten Aminosiuren. Es ist méglich, aber 
nicht bewiesen, daB dieser Fleck das Dipeptid, S-[-Carboxy-n-propyl]-L-cysteinyl- 
glycin war. Ein anderer schwacher Fleck war nahe Glutaminsdure erkennbar. 

Bei der Hydrolyse sowohl in 1n als 6n HCl bei 100° wihrend 24 Stdn. wurden 
nur Glutaminsaure, S-[f-Carboxy-n-propyl]-cystein und Glycin gebildet. Die 
Hydrolysen erfolgten stets im zugeschmolzenen Rohr. 

Bei der Bestimmung von «-Carboxylgruppen mit Ninhydrin nach 
Linko® wurde aus dem Peptid 10,70% CO, gebildet; ber. 11,2% fiir Carboxyl. 
gruppe. 3,76% N wurde als Ammoniak abgespalten; ber. 3,56% N pro 1 «-NH,- 

ruppe. 

N-Terminale Aminosaure : Nach der Reaktion mit 2.4-Dinitro-fluorbenzol 
und darauffolgende Hydrolyse wurde im Atherextrakt DNP-Glutaminsaure ge. 
funden. Es sei erwaihnt da8 DNP-S-[6-Carboxy-n-prolyl]-L-cystein auf dem Papier. 
chromatogramm zwei Flecke bildet, von welchem der eine nur ein wenig, der andere 
dagegen deutlich schneller als DNP-Glutaminsiure wanderte. 


Synthese von Peptid II. 


Nach den mitgeteilten Resultaten sollte das aus Zwiebeln isolierte 
Peptid die folgende Struktur haben 


mE Pe 
: CH, 
| 
HO,C—CH(NH,)—CH,—CH,—_CO—NH—CH—CO—HN—CH,—C0,H 
y-L-Glutamy1-S-[6-carboxy-n-propy]]-L-cysteinyl-glycin 


Das Peptid wire somit ein am Schwefelatom substituiertes Gluta- 
thion. Die Synthese des neuen Peptids sollte demnach aus Glutathion 
und £-Brom-isobuttersiure méglich sein. Die Synthese wurde folgender- 
ma8en ausgefiihrt. 


120 mg Glutathion (L. Light & Co) und 80 mg 8-Brom-isobuttersaure 
wurden in einem kleinen Erlenmeyer-Kolben in 1 m/ 96proz. Athanol und 2 ml 
ln NaOH unter Schiitteln gelést. Nach 18stdg. Stehenlassen bei Zimmertemperatur 
wurden 5 ml Wasser zugesetzt. AnschlieBend lie3 man die Lésung durch eine 
Amberlit-IR-120-Saiule (1,7 x 10 cm) flieBen. Nach Waschen mit Wasser eluierte 
man mit 200 ml In NH,OH. Das Eluat wurde im Vak. eingedampft. Der Riickstand 
wurde in Wasser gelist. Die Papierchromatogramme der Lisung zeigten, daB bei 
der Synthese eine ninhydrinpositive Substanz entstanden war, welche in drei ver- 
schiedenen Lésungsmittelsystemen wie das aus Zwiebeln isolierte Peptid wanderte. 
Auch andere ninhydrinpositive Flecke waren auf dem Chromatogramm zu finden 
(oxydiertes Glutathion, das schon in sehr kleinen Mengen in dem beniitzten 
Glutathion-Praparat vorhanden war, dazu noch ein Fleck, der in Butanol/Essig- 
siure/Wasser etwas schneller und ein weiterer, der etwas langsamer wanderte als 
das Peptid). 

Es wurde nun eine zweite Portion von 120 mg Glutathion und 80 mg £-Brom- 
isobuttersiure in derselben Weise behandelt. Die erhaltenen Produkte wurden nach 
Abdampfen des Ammoniaks vereinigt, in 20 m/ Butanol/Essigsiure/Wasser gelést 
und auf einer Cellulosesiule (5 x 41 cm) mit demselben Lésungsmittel fraktioniert. 
Es wurden Fraktionen 4 14 ml/35 Min. aufgefangen. In Frakt. 57—100 erschien 
das Peptid, welches mit dem aus der Zwiebel isolierten Peptid chromatographisch 








rte 
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identisch war. Diese Fraktionen wurden im Vak. zur Trockne gebracht. Der Riick - 
stand wurde in Wasser gelést. Das Peptid konnte aus Wasser/Methanol/Aceton 
kristallisiert werden. Ausbeute 130mg. Die chromatographische Untersuchung 
in verschiedenen Lésungsmitteln bestatigte die EHinheitlichkeit der Verbindung 
und ihre Identitaét mit dem natiirlichen Peptid. Die IR-Spektren des synthe tischen 
und natiirlichen Peptids waren sehr ahnlich. 


Vergleichende Hydrolyse des synthetischen und natirlichen Peptids 


Folgende Liésungen (Volumen 0,5 ml) wurden in zugeschmolzenen Glasréhren 
3 Stdn. bei 102° gehalten: 


1. 0,5 mg natiirliches Peptid in 0,5n HCl 
2. 0,5 mg synthetisches Peptid in 0,5n HCl 
3. 0,5 mg natiirliches Peptid in 1,0n HCl 
4. 1,0 mg synthetisches Peptid in 1,0n HCl 


Die Lésungen wurden im Vak. eingedampft, die Riickstinde, in Wasser gelist 
und papierchromatographisch untersucht. Die Chromatogramme der Hydrolysate 
des synthetischen und natiirlichen Peptids waren identisch. Die Flecke des Glycins 
und S-[8-Carboxy-n-propyl]]-cysteins waren starker auf den Chromatogrammen von 
Hydrolysaten mit In HCl als mit 0,5n HCl. Ein Teil von dem Fleck des S-[8-Car- 
oxy-n-propyl]-cysteins war auf allen Chromatogrammen mit Ninhydrin rotviolett 
gefarbt, was darauf deutet, da8 in den Hydrolysaten das Dipeptid S-[8-Carboxy- 
n-propyl ]-L-cysteinyl-glycin vorhanden ist. Die normalen «-Peptidbindungen 
werden allgemein noch nicht in In HCl hydrolysiert und es ist darum zu erwarten, 
daB in y-Glutamylpeptiden bei schwacher Saiurehydrolyse nur die y-Peptidbindung 
hydrolysiert wird. Virtanen und Ettala’ konnten tatsaichlich beweisen, daB aus 
1 Mol y-Glutamyl-valyl-glutaminsaiure nach Hydrolyse in 0,5n HCl bei 100° 1 Mol 
Glutaminséure und das «-Peptid, Valyl-glutaminsaure entstehen. Dieses Dipeptid 
wurde erst in 6n HCl hydrolysiert. In Cystein-Peptiden scheint jedoch die «-Peptid- 
bindung labiler zu sein. Glutathion z. B. wird in ln HCl hauptsachlich zu Glutamin- 
siure, Cystein bzw. Cystin und Glycin hydrolysiert. So scheint es auch zum groBen 
Teil mit unserem neuen Glutathionderivat zu sein. Der Fleck, der in Phenol/Wasser 
(NH;) gleich schnell und in Butanol/Essigsiure/Wasser etwas langsamer als 
S-[B-Carboxy-n-propyl]-cystein wandert und darum teilweise mit dem Fleck dieser 
Aminosaiure zusammenfallt, kann das erwartete Dipeptid sein. Wie schon oben 
gesagt, ist das noch nicht bewiesen. Die Menge dieses Peptids ist jedenfalls klein. 

In der Tabelle sind die Ry-Werte und die optischen Drehungen der neuen, 
aus Zwiebeln isolierten Verbindungen zu sehen. 


Ry- und [«]p-Werte der aus der Zwiebel isolierten y-Glutamylpeptide I und II 
und des neuen Cysteinderivats. Absteig. Chromatogramme, Whatman-1-Papier, 
~ 20°. Zum Vergleich sind die Ry-Werte von Alanin und Glutaminsiure mit 























aufgefiihrt. 
yk y-L-Glutamyl- g 
eae S-[B-carboxy- ae, Glut- 
Lésungsmittel Ghatemayi- n-propyl ]-L- Carboxy--n- | amin. | “ls- 
L-phenyl- cysteinvl. | Propyl]-t- siure | Min 
alanin aed cystein 
Butanol/Essigséure/ 
Wasser 63:10:27 0,57 0,31 0,41 0,20 | 0,27 
Phenol/Wasser (NH, 
atm) 1000:365 0,60 0,33 0,42 0,23 | 0,57 
Drehung (in Wasser) [a}§$ : + 17,3} [o]??: —38,1 |[«]??: — 50,1 


7 AI. Virtanen u. T. Ettala, Acta chem. scand. 12, 787 [1958]. 
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Einwirkung von Nierenhomogenat auf Peptid II 


In Nierenhomogenat®®, aber wahrscheinlich auch in Erbsenkeim- 
lingen?®, ist ein Enzym vorhanden, das den y-Glutamylrest des Gluta- 
thions z. B. auf L-Alanin unter Bildung von y-L-Glutamy]l-L-alanin 
iibertragt (vgl. Diskussion S. 17). Wir versuchten nun, ob auch unser 
Peptid II als Subtrat fiir diese Reaktion dienen kann und ob in der 
Zwiebelpflanze eine solche y-Glutamyl-Transferase vorhanden ist. 

26 g Rindernieren wurden in 43 ml m/15 Phosphatpuffer, p_7,4, mit 0,001m 
MgSO, homogenisiert. Das Homogenat wurde zentrifugiert und danach bei + 5° 


gegen denselben Puffer dialysiert*. In Proberdhrchen wurden 0,5 ml Dialysat, 
0,5 ml Peptidlésung (0,02 mMol) und 0,5 m/ Alaninlésung (0,02 mMol) pipettiert. 


1. 2. 3. (Kontrolle) 
Dialysat Dialysat Dialysat 
+ y- nideeaglapaie II + Glutathion + Wasser (1 ml) 
+ Alanin + Alanin 


Nach 2 stdg. Inkubation unter Stickstoff bei 30° setzte man 5 ml heiBen 
Athanols zu und zentrifugierte. Die Lésungen wurden im Vak. eingedampft, der 
Riickstand iz: Wasser gelést und papierchromatographisch untersucht. Je 4/,) der 
Lésung wurde fiir ei zweidimensionales Chromatogramm angewendet. 


In Ansatz 1 wurden neben y-Glutamylpeptid I und Alanin Glutamin- 
siure, Glycin, S-[f-Carboxy-n-propy]]-cystein und y-Glutamyl-alanin, 
in Ansatz 2 neben Glutathion und Alanin Glutaminsiure, Glycin, Cystein 
und y-Glutamyl-alanin gefunden. 

Bei den entsprechenden Versuchen mit Zwiebel-Homogenaten bzw. 
-Dialysaten, welche sowohl aus ruhenden Zwiebeln als auch aus griinen 
Blattern hergestellt waren, konnte keine y-Glutamyl-Transferase-Wivr- 
kung gefunden werden, d. h. der Fleck von y-Glutamyl-alanin wurde auf 
Papierchromatogrammen nie beobachtet. 


Diskussion 


Von den y-Glutamylpeptiden wurde das metabolisch wichtige Glutathion 
(y-L-Glutamyl-L-cysteinyl-glycin) durch Hopkins" isoliert und strukturell auf- 
geklart. Andere y-Glutamylpeptide sind erst vor einigen Jahren bekannt geworden, 
wenn man von den Kapselsubstanzen der Bakterien absieht, welche z. B. bei 
Bacillus subtilis eine Mischung von L-y- und D-y-Glutamylpolypeptiden darstellen. 
Virtanen und Berg?® haben 1954 in keimenden Erbsensamen die Bildung einer 
ninhydrinpositiven Substanz beobachtet, welche auf Grund ihrer leichten hydro- 
lytischen Spaltbarkeit in Glutaminséure und Alanin als y-Glutamyl-alanin erkannt 
wurde. Waley'? isolierte aus der Augenlinse des Kalbes ein saures Peptid, das sich 
als y-L-Glutamyl-L-«-amino-butyryl-glycin erwies. Ferner haben wir aus Juncus 


8 C.S. Hanes, F.J. R. Hird u. F. A. Isherwood, Nature [London] 166, 
288 [1950]; Biochem. J. 51, 25 [1952]. 

® F. J. R. Hird u. P. H. Springell, Biochem. J. 56, 417 [1954]. 

10 A, I. Virtanen u. A. M. Berg, Acta chem. scand. 8, 1089 [1954]. 

11 F.G. Hopkins, Biochem. J. 15, 286 [1921]; J. biol. Chemistry 84, 269 
[1929]. 
2 §.G. Waley, Biochem. J. 64, 715 [1956]. 
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conglomeratus ein saures y-Glutamylpeptid isoliert!*, welches sich als y-Glutamyl- 
valyl-glutaminséure erwies’. Aus verschiedenen Bohnenarten wurde y-Glutamy]l- 
S-methyl-cystein isoliert und die Struktur aufgeklart!*15, Auch das entsprechende 
Peptid mit S-Methyl-cysteinsulfoxyd wurde papierchromatographisch nachge- 
wiesen; es ist jedoch méglicherweise ein Artefakt. Rinderknecht et al.15 haben 
auch das Vorkommen von y-Glutamyl-leucin in Bohnen wahrscheinlich gemacht, 

Wir haben nun in Zwiebeln mindestens fiinf y-Glutamylpeptide 
nachgewiesen und vier davon rein dargestellt. Zwei dieser Peptide wurden 
in vorliegender Arbeit eingehend untersucht. Die anderen in kristalliner 
Form isolierten Peptide sind: y-Glutamyl-S-methyl-cystein und ein 
y-Glutamylpeptid C,, Hy) N,0,S, das eine neue S-haltige Aminosiure 
enthalt, deren Struktur noch nicht aufgeklirt ist*. 

Es erhebt sich nun die Frage, welche Bedeutung diese y-Glutamyl- 
peptide im Stickstoffmetabolismus der Pflanzen und Tiere haben. Hanes, 
Hird und Isherwood§, sowie Hird und Springell® haben gefunden, 
daB Nierenextrakt eine Reaktion zwischen reduziertem Glutathion und 
L-Aminosauren vermittelt, wobei Cysteinyl-glycin im Glutathionmolekiil 
mit den Aminosiuren ausgetauscht wird : 


y-L-Glutamyl-L-cysteinyl-glycin + L-Alanin 
y-Glutamy]-Transferase 


y-L-Glutamyl-L-alanin + Cysteinyl-glycin 


| 


| Peptidase 


Cystein + Glycin 


Virtanen und Berg!® konnten die Austauschreaktion auch in 
Erbsenkeimlingen wahrscheinlich machen. Es ist darum méglich, daB 
y-Glutamyl-alanin in den Keimlingen aus Glutathion und Alanin entsteht. 


Unsere Versuche, die Austauschreaktion zwischen unserem y-Glut- 
amylpeptid II und Alanin mit einem durch Dialyse hergestellten Enzym- 
praparat aus Rindernieren-Homogenat nachzuweisen, waren erfolgreich. 
Auf dem zweidimensionalen Papierchromatogramm mit Butanol/Essig- 
siure/Wasser und Phenol/Wasser (NH,) wurde ein Fleck an der Stelle 
gefunden, wo Virtanen und Berg y-Glutamy]-alanin fanden (das Peptid 
wandert etwas schneller als Glutaminsiure in beiden Liésungsmitteln). 


* Zusatz b. d. Korr.: Dazu haben wir noch y-Glutamy]-valin und y-Glutamyl- 
isoleucin neben zwei anderen, strukturell noch nicht aufgeklarten y-Glutamylpep- 
tiden aus der Zwiebel isoliert. 

13 A. TI. Virtanen, Kemiantutkimus-Saation Vuosikertomus 1956, 8. 
4C.J. Morris u. J. F. Thompson, Arch. Biochem. Biophysics 78, 281 

1958]. 
15 M. Rinderknecht, D. Thomas u.S. Aslin, Helv. chim. Acta 41, 1 [1958]. 
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Derselbe Fleck entstand auch aus Glutathion und Alanin mit demselben 
Nierenpraparat. Das natiirliche y-Glutamyl-S-[6-carboxy-n-propy]|]- 
cysteinyl-glycin beteiligt sich demnach an der Austauschreaktion wie 
Glutathion. 

Mit Zwiebelhomogenaten und Dialysaten konnten wir die Reaktion 
jedoch weder mit Glutathion + Alanin noch mit unserem y-Glutamy]- 
peptid II + Alanin zustandebringen. Es wurden bei, diesen Versuchen 
sowohl ruhende Zwiebeln als griine SpréBlinge und Blatter angewendet. 
Die Bildung von y-Glutamyl-alanin war in zahlreichen Versuchen nie zu 
beobachten. Demnach scheint die Zwiebel keine y-Glutamyl-Transferase 
zu enthalten. Es ist jedoch auch méglich, da das Enzym in Zwiebel- 
homogenat instabil ist. Die Frage mu’ noch weiter untersucht werden. 
In diesem Zusammenhang ist zu erwihnen, da mit Zwiebelhomogenat 
und y-Glutamyl-S-[8-carboxy-n-propy]]-cysteinyl-glycin + Alanin ein 
relativ starker Fleck auf dem zweidimensionalen Papierchromatogramm 
oberhalb des Glutaminsiiure-Flecks zwischen Serin und Asparaginsiure 
erscheint. Die nicht naher untersuchte Substanz kénnte oxydiertes 
(SSO) y-Glutamylpeptid IT sein. 

Die Bedeutung der y-Glutamylpeptide im Stickstoffmetabolismus 
ist noch unbekannt. Ihre mdégliche Rolle bei Transpeptidierungs-Reak- 
tionen ist schon friher diskutiert worden'®. Experimentelle Beweise 
dafiir, daB diese Peptide wichtige Faktoren im Aufbau der Proteine sein 
kénnten, fehlen jedoch. Das Vorkommen einer iiberraschenden Anzahl 
verschiedener y-Glutamylpeptide in der ruhenden Zwiebel und ihr 
schnelles Verschwinden beim Austreiben der Zwiebel erweckt neues Inter- 
esse fiir diese Glutaminanalogen und ihre Aufgabe. 

Der Umstand, daB S-[f-Carboxy-n-propyl]-cystein in der Zwiebel 
nicht als freie Aminosiure sondern nur als ein Bestandteil des y-Glutamyl- 
peptids zu finden ist, weist méglicherweise darauf hin, daB dieses Cystein- 
derivat im Glutathionmolekiil aus dem Cysteinrest synthetisiert wird, 
z. B. in folgender Weise: 


SH + HO—CH,—CH—CO,H S—CH,—CH—CO,H 

| as 

CH, CH, it. CH, CH, 
—HN—CH—Co— —HN—CH—CO— 


S-n-Propyleysteinsulfoxyd, das als freie Aminosiure in der Zwiebel 
vorkommt, kénnte daraus durch Decarboxylierung und Oxydation ent- 
stehen. Wenn es so wire, sollte man erwarten, da S-Methyl-cystein- 
sulfoxyd in analoger Weise aus dem Cysteinrest des Glutathions und der 
Glykolsaure entsteht. Erst Experimente mit markierten Substanzen kén- 
nen Klarheit iiber diese Fragen bringen. 


16 J.S.Fruton, Yale J. Biol. Med. 22, 263 [1950]; C.S. Hanes, F.J. R. Hird 
u. F. A. Isherwood, Nature [London] 166, 288 [1950]. 
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Die zahlreichen y-Glutamylpeptide kommen in Allium cepa nur in 
den Zwiebeln und nur im Ruhestadium vor. Sobald die angefeuchteten 
Zwiebeln austreiben und griine Blatter bilden, verschwinden die y- 
Glutamylpeptide. In den griinen Teilen sind sie nicht zu finden. Sobald 
aber neue kleine Tochterzwiebeln gebildet werden, treten die Peptide 
wieder in diesen auf. Es scheint also, daB die y-Glutamylpeptide Reserve- 
substanzen in den ruhenden Zwiebeln sind und aktiv an dem Stickstoff- 
metabolismus teilnehmen, wenn die Zwiebeln austreiben. Von dem 
Mechanismus dieser Beteiligung wissen wir nichts. 


Zusammenfassung 


Mindestens fiinf verschiedene y-Glutamylpeptide wurden in der 
Kiichenzwiebel (Allium cepa) chromatographisch festgestellt. Vier von 
diesen wurden kristallin erhalten. Die Isolierung, die chemischen, chro- 
matographischen und optischen Eigenschaften von Peptid I und II werden 
eingehend beschrieben. Peptid I wurde als y-L-Glutamyl-L-phenylalanin 
erkannt. 

Peptid II enthilt eine bisher unbekannte, S-haltige Aminosiiure, 
welche in der Zwiebel nicht frei vorkommt. Nach Reindarstellung der 
Aminosiure wurde diese durch chemische und chromatographische Cha- 
rakterisierung sowie durch Synthese als S-[f-Carboxy-n-propy]]-L-cystein 
identifiziert. AuBerdem wurden zum chromatographischen Vergleich 
S-[«-Carboxy-isopropyl]-L-cystein und S-[y-Carboxy-n-propyl]-L-cys- 
tein synthetisiert. 

Fiir das Peptid II wurde die Struktur y-L-Glutamyl-S-[-carboxy- 
n-propyl ]-L-cysteinyl-glycin ermittelt und durch Synthese aus Glutathion 
und £-Brom-isobuttersiure bestiitigt. 

Die y-Glutamylpeptide kommen nur in den Zwiebelknollen und nur 
im Ruhestadium vor. Sie verschwinden, wenn die Zwiebeln austreiben. 
In den kleinen Tochterzwiebeln werden sie wieder gebildet. In Zwiebel- 
homogenaten war y-Glutamyltransferase nicht zu finden. Die Bedeutung 
der y-Glutamylpeptide im N-Metabolismus wird diskutiert. 


Summary 


At least five different y-glutamyl peptides have been found in onion 
(Allium cepa) by chromatography. Four of these have been isolated in 
crystalline form. The isolation, and the chemical, chromatographic, and 
optical properties of peptides I and II are described in detail. The 
structure y-L-glutamyl-L-phenylalanine was established for peptide I. 


Peptide II contains a hitherto unknown S-containing amino acid 
which does not occur in the onion in free form. After purification, the 
amino acid was characterised chemically and by chromatography. It was 
assigned the structure S-[6-carboxy-n-propyl]-L-cysteine, which was 
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confirmed by synthesis. In addition S-[«-carboxy-isopropyl]-L-cysteine 
and S-[y-carboxy-n-propyl]-L-cysteine were prepared synthetically as 
chromatographic standards. 

The structure y-L-glutamy]l-S-[$-carboxy-n-propy]]-L-cysteinyl-gly- 
cine was established for peptide II and confirmed by synthesis from 
glutathione and f-brom-iso-butyric acid. 

The y-glutamyl peptides are found in onion only in the bulbs. 
They disappear when tke onion begins to sprout and are not to be found 
in the green parts. They are formed again in the small daughter bulbs. 
y-Glutamyltransferase was not found in onion homogenates. The im- 
portance of the y-glutamyl peptides in nitrogen metabolism is discussed. 


Professor Dr.A.I.Virtanen, Biochemisches Institut der Stiftung fiir Chemische 
Forschung, Helsinki, Kalevankatu 56, Finnland. 
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Beitrag zur Kenntnis der Chemie des Seidenfibroins, II'* 
Von 
Klaus Ziegler und Norman H. La France** 
Aus dem Deutschen Wollforschungsinstitut an der Technischen Hochschule Aachen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 23. April 1960) 


Herrn Prof. Dr. E. Waldschmidt-Leitz zum 65. Geburtstag gewidmet 


Entbastete Naturseide des Seidenspinners Bombyx mori kann 
durch konzentrierte waBrige Salzlésung in eine wasserlésliche Form 
iibergefiihrt werden. Zum Lésen haben sich besonders Lithiumrhodanid? 
und Kupfer(II)-dthylendiamin* bewahrt. Nach Entfernen der Salze 
durch Dialyse liegt das Seidenfibroin in hochviskoser Form gelést vor. 
LaBt man hierauf Chymotrypsin‘ einwirken, so fallt in einer Ausbeute 
von rund 60% ein réntgen-kristallines Pulver aus, das von Wald- 
schmidt-Leitz und Zeiss? als ,,Protofibroin“‘ und von Lucas, Shaw 
und Smith® als ,,chymotryptic precipitate (CTP) bezeichnet wird. Es 
enthalt die Aminosiuren Glycin, Alanin, Serin und Tyrosin im Ver- 
hiltnis 21:14:7:15 bzw. 29:20:9:1%. Bei der Bestimmung der 
Aminosaurereihenfolge dieser Polypeptide kommen die genannten 
Autoren zu unterschiedlichen Ergebnissen. 

Im Filtrat dieser chymotryptischen Fallung verbleiben Peptide 
aus den sogenannten amorphen Bereichen des Seidenfibroins; sie haben 
eine durchschnittliche Kettenlinge von 5—6 Aminosiuren. Das Prinzip 
dieser enzymatischen Fraktionierung des Makromolekiils beruht auf 
der Tatsache, daB8 Chymotrypsin vornehmlich diejenigen Peptid- 
bindungen lést, an denen die Carboxylgruppen von Tyrosin, Phenylala- 
nin und Tryptophan beteiligt sind. 

Um die aminoendstindigen Aminosiuren dieser aus dem chymo- 
tryptischen Filtrat stammenden Peptide zu ermitteln, wurde das ein- 


* z. T. referiert beim IUPAC-Symposium iiber Makromolekiile, Wiesbaden, 
1959. 

** Stipendiat des Internat. Woll-Sekretariats, London/Diisseldorf. 

1 T. Mitteil.: K. Ziegler u. H. Spoor, Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 
33, 138 [1959]. 

2 R. Signer u. R.Strassle, Helv. chim. Acta 30, 155 [1947]; E. Wald- 
schmidt-Leitz u. O. Zeiss, diese Z. 298, 239 [1954]. 

3 D. Coleman u. F. O. Howitt, Proc. Roy. Soc. [London], Ser. A 190, 145 
[1947]. 

4 B. Drucker, R. Hainsworth u. 8.G.Smith, J. Textile Inst. Trans. 
44, T 420 [1953]. 
5 E. Waldschmidt-Leitz u. O. Zeiss, diese Z. 800, 49 [1955]. 
6 F. Lucas, J. T. B. Shawu.8S. G. Smith, Nature [London] 178, 861 [1956]. 
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geengte Filtrat dinitrophenyliert, das Gemisch der DNP*-Peptide 
hydrolysiert und die atherléslichen DNP-Aminosiuren mittels Nylon- 
pulversiulen gema8 der Arbeitsvorschrift von Steuerle und Hille’ 
getrennt. 


Tab. 1. Atherlésliche DNP-Aminosiuren der Peptide aus dem chymotryptischen 
Filtrat des Seidenfibroins. 














I II III 
DNP-Aminosaéuren Mol pro 10 mg ae ug, Aminosaure 
Peptidgemisch | “% Aminosiure | j ore nach 1. c.§ 
Asparaginsfure. .... 0,15 20,0 28,6 
Glutaminsiure ..... 0,09 13,2 19,7 
RD eu iau bbs Ge oo ok cs 0,42 44,2 55,0 
MONE ORE ts ee S 0,06 8,0 8,4 
Bene et, se 2,78 209,0 1390,0 
ee ee 0,04. 3,6 A 
Wilt Sten +i lsverts 0,18 21,0 33,0 
Leucin/Isoleucin ... . 0,06 a. 9,9 
ener ee | 326,9 1550,2 








In Spalte I und II sind die analytisch ermittelten Mengen an 
DNP-Aminosiuren unkorrigiert wiedergegeben, wihrend bei den Werten 
in Spalte III nach Bose® der prozentuale Anteil der Zerstérung wihrend 
der Hydrolyse beriicksichtigt wurde. Inwieweit der Zerstérungsgrad der 
DNP-Aminoséuren bei der Hydrolyse von DNP-Peptiden von der 
Peptidlinge abhingt, laBt sich erst nach AbschluB der zur Zeit noch 
laufenden Arbeiten sagen. Aus dem Gesamtbetrag der gefundenen DNP- 
Aminosiuren sowie der zur Dinitrophenylierung eingesetzten Menge 
ergibt sich eine durchschnittliche Peptidlinge von etwa 6 Aminosiuren, 
die mit der durch Bestimmung des Quotienten Gesamt-N/Amino-N 
gefundenen iibereinstimmt. 

Mittels Hochvoltelektrophorese gelang Zuber® die Auftrennung 
des nach der Chymotrypsin-Einwirkung auf wasserlésliches Fibroin 
abgetrennten Filtrates in 3 Zonen, bestehend aus neutralen, sauren und 
basischen Peptiden. Aus der neutralen Zone, die rund 2/, der Peptide 
des chymotryptischen Filtrates enthilt, konnte er nach weiterer Auf- 
trennung durch Papierelektrophorese sowie durch wiederholte Papier- 
chromatographie mehrere Peptide isolieren und deren angeniherte 
Summenformeln angeben. 

Eine Anreicherung und Auftrennung der sauren bzw. basischen 
Peptide in scharf getrennte Binder erreichten wir jedoch erst, nachdem 
das chymotryptische Filtrat mit Hilfe einer Gegenstromverteilung 

* DNP = 2.4-Dinitrophenyl. 

7 H. Steuerle u. E. Hille, Biochem. Z. 331, 220 [1959]. 

8 K. Th. Joseph u. 8. M. Bose, Bull. Central Leather Res. Institute IV, 
343 [1958]. 
® H. Zuber, Angew. Chem. 70, 656 [1958]. 
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vorfraktioniert worden war. Bei der anschlieBenden papierelektropho- 
retischen Untersuchung des Inhaltes von jeweils 20 Verteilungsréhrchen 
erfolgte die in der Abbildung wiedergegebene Auftrennung. 
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Papierelektrophoretische Trennung nach Gegenstromverteilung der Peptide aus 

dem chymotryptischen Filtrat von Fibroin (pq 6,2; 180 Min. ; 40 Volt/cm; 1,2 mA/cm 

Streifenbreite). Die Ninhydrin-Intensitat wird durch die Starke der Schraffierung 

angegeben, mit Pauly-Reagenz anfirbbare Bander sind durch Punkte gekenn- 
zeichnet. 


Die mit 1—1] bezeichneten aus den zehn Fraktionen stammenden 
Bander wurden durch wiederholte Elektrophorese angereichert, eluiert 
und nach Pufferwechsel erneut elektrophoretisch sowie auch papier- 
chromatographisch auf Einheitlichkeit gepriift. Hierdurch wurden bei 
den Bindern 1—6 geringe Verunreinigungen an Aminosiuren und 
Peptiden, die in unmittelbarer Nahe liegen, abgetrennt, wihrend sich 
Band 7, 8, 9 papierchromatographisch in drei Zonen aufspaltet. Die 
Zone der neutralen Peptide aus Frakt. 10 zeigte nach Bespriihen mit 
Ehrlich-Reagenz eine Blaufirbung. Hieraus wurde papierchromato- 
graphisch das tryptophanhaltige Peptid Band Nr. 10 isoliert. Das in 
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Fraktion 1 und 2 am weitesten kathodisch gewanderte Band Nr. 11 
wurde als freies Arginin identifiziert. 

Nach qualitativer und quantitativer Aminosiurebestimmung er- 
wiesen sich alle in pg-Mengen isolierten Substanzen (Band 1—10) 
als Peptide mit unterschiedlicher Kettenlinge. Die aminoendstindigen 
Aminosaéuren wurden nach zwei verschiedenen Methoden ermittelt, 
wahrend enzymatische Abbauversuche die carboxylendstindigen Bau- 
steine ergaben. Aufschliisse iiber die Aminosiure-Sequenzen der Peptide 
erhielten wir durch Untersuchung der nach laingerer enzymatischer 
Einwirkungszeit schrittweise abgespaltenen Aminoséuren und der bei 
der Partialhydrolyse entstandenen Peptidbruchstiicke, die zum Teil durch 
Vergleich mit synthetisierten Peptiden identifiziert werden konnten. 

Durch Zusammenfassen aller sequenzanalytischen Untersuchungen 
an den von uns isolierten Peptiden wurde von acht Peptiden die voll- 
stiindige Sequenz gefunden, wihrend bei zwei Peptiden die Reihen- 
folge der Aminosauren noch nicht restlos geklirt werden konnte. 


Tab. 2. Isolierte Peptide aus dem chymotryptischen Filtrat des Seidenfibroins 


Peptid Nr. 1 : Val-Ala-Gly-Asp-Gly-Tyr - OH 
- Ser-Glu-Asp-Tyr - OH 

* Glu-Tyr - OH 

- Tleu-Thr-Ala-His - OH 

: Val-Ala-Gly-His-Gly-Tyr - OH 
- Ser-Gly-Glu-Tyr - OH 

- Val-Lys-Phe - OH 

- Leu-(Glu, Lys)-Phe - OH 

: Lys-Gly-(Arg, Glu)-Lys - OH 

- Ala-Try - OH 


SOMAGDTIRP Wr 
jasfenhosfeshesheshashastastes 


1 


In den Peptiden Nr. 1—3, 5—8 und 10 stehen die als carboxyl-endstiindig 
ermittelten Aminosduren in Ubereinstimmung mit der Spezifitat von 
Chymotrypsin, wihrend in den Peptiden Nr. 4 und 9 dort Histidin bzw. 
Lysin auftreten. Eine entsprechende Spaltung am Histidin wurde 
auch von Hirs, Moore und Stein?!® beobachtet, wihrend Leonis, Li 
und Chung" bei chymotryptischer Einwirkung auf «-Corticotropin 
sowie Shepherd u.a.! beim f-Corticotropin das Aufbrechen von 
Lys-Lys Bindungen beobachtet haben. Méglicherweise war in unserem 
Falle das eingesetzte Chymotrypsin durch geringe Mengen von Trypsin 
verunreinigt. Eine andere Erklirung fiir unseren Befund ergibt sich aus 
der Annahme, daB Lysin das Carboxylende einer Peptidkette bildet. 
Peptid Nr. 8 sollte auf Grund der gefundenen Aminosiurezusammen- 
setzung neutralen Charakter haben. Daf es elektrophoretisch bei 
pu 6.2 dennoch in Richtung Kathode wandert, kann nur damit erklart 
werden, daB dieses Peptid Glutamin an Stelle von Glutaminséaure ent- 


10 C. H. W. Hirs, W. H. Stein u. S. Moore, J. biol. Chemistry 221, 151 
[1956]. 

J. Leonis, C. H. Li u. C. Chung, J. Amer. chem. Soc. 81, 491 [1959]. 
2 R. G. Shepherd u. a., J. Amer. chem. Soc. 78, 5067 [1956]. 








entw 
baste 
gefiik 
stellt 


137 [ 
Austr 
Jol. ] 


; 
: 








Bd. 322 (1960) Zur Kenntnis der Chemie des Seidenfibroins, IT 25 


halt. Wahrend Lucas u. a.!° das Vorhandensein von primiéren Amid- 
gruppen im Fibroin bezweifeln, kommen Leach" durch Messung des 
Amidstickstoffs sowie Fraser auf Grund infrarotspektroskopischer 
Untersuchungen zu gegenteiligen Ergebnissen. Peptid Nr. 2 ist beziiglich 
der gefundenen Aminosiuren mit dem von Waldschmidt- Leitz und 
Kirchmeier"” isolierten Peptid (vgl. dort Tab. 1, Nr. 15) identisch. 
Das von uns gefundene Peptid Nr. 3 wurde bereits von Zahn” aus einem 
Partialhydrolysat des Gesamtfibroins durch Isolierung an Ionen- 
austauscher- und Kohlesiulen gefunden, ohne daB die Aminosiure- 
sequenz angegeben wurde. 


Die von uns isolierten und in ihrer Aminosiuresequenz aufgeklirten 
Peptide sind teilweise in mehreren der durch Gegenstromverteilung 
erhaltenen zehn Fraktionen enthalten. So verteilen sich beispielsweise 
die Peptide Nr. 3 und 6 iiber die Fraktionen 9, 10 und 1. Auch die Pep- 
tide Nr. 7, 8, 9 sind in zwei Fraktionen enthalten. 


Wir haben schatzungsweise 40% aller im chymotryptischen Filtrat 
enthaltenen sauren bzw. basischen Peptide in ihrer Aminosiuresequenz 
aufgeklirt. Bei einigen Peptiden gelang es wegen zu geringer Mengen 
nicht, die Bausteinanalyse abzuschlieBen. Hier wird eine Anreicherung 
durch andere Methoden notwendig sein. Solange die Aminosiurese- 
quenzen der aus der elektrophoretisch neutralen Zone stammenden 
Peptide nicht vollstindig aufgeklirt worden sind, ist es nicht méglich, 
zusammenfassende Aussagen iiber die Strukturverhiltnisse in den 
sogenannten amorphen Bereichen des Fibroins zu machen. 


Herrn Prof. Dr. H. Zahn danken wir fiir die Anregung und Foérderung dieser 
Arbeit. Der Deutschen Forschungsgemeinschaft, Bad Godesberg, dem 
Internationalen Wollsekretariat, London und Diisseldorf, sowie dem 
Bundeswirtschaftsministerium (Projekt A101) danken wir fiir die Ge- 
wahrung von Sachbeihilfen. Leucinaminopeptidase wurde uns freundlicherweise 
von Herrn Prof. E. L. Smith, Salt Lake City, USA, iiberlassen. 


Beschreibung der Versuche 


1. Chymotrypsin-Spaltung des Fibroins: Mit Ather und Alkohol 
entwachste japan. Rohseide wurde nach den Angaben von Drucker u. a.‘ ent- 
bastet und durch Kupfer(II)-athylendiamin® in die wasserlésliche Form iiber- 
gefiihrt. Diese Lésung wurde nach Dialyse mit verd. Ammoniak auf px8 einge- 
stelit, mit krist. Chymotrypsin im Gewichtsverhaltnis Substrat: Enzym = 100: 138 


183 F. Lucas, J. T. B.Shaw u. S.G. Smith, Advances Protein Chem. 13, 
137 [1958]. 

14 §. J. Leach u. E. M. J. Parkhill, Proc. Intern. Wool Text. Res. Conf. 
Australia 1955, Vol. C, S. 92. 

15 R. D. B. Fraser, Proc. Intern. Wool Text. Res. Conf. Australia 1955, 
Vol. B, S. 130. 

16 K. Waldschmidt-Leitz u. O. Kirchmeier, diese Z. 312, 127 [1958]. 

17 H. Zahn, Angew. Chem. 68, 163 [1956]. 

18 H. Zuber unverdffentlichte Versuche. 
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24 Stdn. bei 40° stehen gelassen und durch Zugabe von einigen Tropfen Ammoniak- 
lésung auf diesem py-Wert gehalten. Der ausgefallene Niederschlag wurde abfil- 
triert, gut gewaschen und das im Filtrat enthaltene Enzym durch kurzes Aufkochen 
inaktiviert. 

2. Bestimmung der aminoendstindigen, atherléslichen DNP- 
Aminosauren der dinitrophenylierten Peptide aus dem chymotryptischen Filtrat: 
Ein Teil des chymotryptischen Filtrates wurde im Vak. eingeengt und 5 Stdn. bei 
Raumtemp. in alkohol.-waBr. Medium unter Zugabe von Triathylamin bei py 7,5—8 
dinitrophenyliert®. Nach 24stdg. Hydrolyse des DNP-Peptidgemisches bei 105° 
wurden die DNP-Aminosauren ausgeithert und nach Steuerle und Hille’ an 
geheizten Nylonpulversaulen getrennt und ihre Extinktionen gemessen. 

3. Fraktionierung der Peptide aus dem chymotryptischen Filtrat: 
Die Fraktionierung des nach der Chymotrypsin-Spaltung erhaltenen Filtrates wurde, 
wie bereits beschrieben!, durch Gegenstromverteilung, Hochvoltpapierelektro- 
phorese sowie durch absteigende Papierchromatographie vorgenommen. 

4. Bestimmung der Aminoséurezusammensetzung der Peptide: 
Die quantitative Aminoséurezusammensetzung der Peptide wurde nach 24stdg. 
Hydrolyse mit 6n HCl bei 105° durch absteigende Papierchromatographie in den 
Lésungsmittelgemischen sek.-Butanol/Ameisensiure/Wasser 75:15:10, Phenol/ 
Puffer pp 12?° sowie Benzylalkohol/Butanol/Puffer px 8,4?° ermittelt. Hierzu wurden 
die aus den Peptiden. stammenden Aminoséuren sowie molare Lésungen an Ver- 
gleichsaminosauren auf einem Papier chromatographiert, nach Uberfiihren in den 
Ninhydrinkupferkomplex-Farbstoff#! vom Papier eluiert und die Extinktionen der 
methanol. Eluate photometrisch gemessen. 

5. Ermittlung der endstaindigen Aminosauren in den Peptiden: 
Die Aminoendgruppen der Peptide wurden durch Dinitrophenylierung nach 
Sanger!® und Levy”, durch Desaminierung mit nitrosen Gasen® sowie durch 
Abbauversuche mit Leucinaminopeptidase** bestimmt. Die Ermittlung der carb- 
oxylendstandigen Aminosauren erfolgte mit Carboxypeptidase*®. 

6. Sequenzermittlung der Peptide: Weitere Hinweise, die zur Auf- 
stellung der Aminosaurereihenfolge in den Peptiden fiihrten, wurden durch partial- 
hydrolytische Abbauversuche mit konz. Salzsiure bei 40° iiber 6 Stdn. sowie durch 
papierchromatographische Untersuchung der nach langerer Einwirkungsdauer von 
Leucinaminopeptidase und Carboxypeptidase abgespaltenen Aminosauren erhalten. 
Bei Peptid Nr. 2 konnte der Rp-Wert sowie der elektrophoretische Wanderungsweg 
des isolierten Peptides mit dem synthetisierten*® verglichen werden. 


Zusammenfassung 


Es wird die Fraktionierung des nach Chymotrypsin-Einwirkung 
auf geliéstes Seidenfibroin erhaltenen Gemisches von Peptiden mittels 
Gegenstromverteilung, Hochvoltpapierelektrophorese und Papierchro- 
matographie beschrieben. 


19 F. Sanger, Biochem. J. 58, 353 [1953]. 

20 EK. F. McFarren, Analytic. Chem. 28, 168 [1951]; 24, 650 [1952]. 

21 Th. Wieland u. E. Kawerau, Nature [London] 168, 77 [1951]. 

22 A. L. Levy, Nature [London] 174, 126 [1954]. 

23 R. Consden, A.H.Gordon u. A. J.P. Martin, Biochem. J. 41, 590 
[1947]. 

2D. H.Spackmann, E.L.Smith u. D. M. Brown, J. biol. Chemistry 
212, 255 [1955]. 

25 J.I.Geschwind, C.H.Li u. L. Barnafi, J. Amer. chem. Soc. 79, 
6394 [1957]. 
26 R. Fahnenstich, Diplomarbeit, Techn. Hochschule Aachen 1959. 
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Einige aminoendstindige Aminosiuren aus dem nach Chymo- 
trypsin-Spaltung in Lésung vorliegenden Peptidgemisch wurden 
ermittelt. 

Von 10 isolierten Peptiden wird die vollstindige bzw. teilweise 
Aminosauresequenz angegeben. 


Summary 


The peptide mixture, obtained by the chymotryptic digestion of 
dissolved silk fibroin, has been fractionated by counter current distri- 
bution, high voltage paper electrophoresis and paper chromatography. 


Some of the N-terminal amino acids in the peptide solution pro- 
duced by chymotryptic hydrolysis have been identified. 


The complete or partial amino acid sequences of 10 of the isolated 
peptides are reported. 


Dr. Klaus Ziegler, Deutsches Wollforschungsinstitut an der Technischen Hoch- 
schule, Aachen, Veltmanplatz. 
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Zur primaren Stoffwechselwirkung 
des Testosterons 


Von . 
A. Butenandt, H. Giinther und F. Turba* 


Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitat Miinchen 
(Der Schriftleitung zugegangen am 6. Juli 1960) 
Ernst Waldschmidt-Leitz zum 65. Geburtstag gewidmet 


In einer sehr ausfiihrlichen und griindlichen Literaturiibersicht iiber 
die Stoffwechselwirkungen der Steroidhormone kamen Junkmann, 
Dirscherl und Langecker! zu dem Ergebnis, daB eindeutige Experi- 
mente nur in geringer Zahl vorliegen; das gilt insbesondere auch fiir die 
Sexualhormone, und zwar sowohl fiir deren Wirkungen am Ganztier wie 
fiir ihre Einfliisse auf den Ferment-, den Wasser- und Mineralhaushalt. 
Wihrend man also iiber die Chemie? dieser Verbindungen erschépfend, 
iiber ihre eigenen Verainderungen im Stoffwechsel® * weitgehend infor- 
miert ist, entziehen sich die zum Teil geradezu dramatischen Ausdrucks- 
formen ihrer mannigfachen Wirkungen auf den Haushalt der Zellen und 
Gewebe in ihrem chemischen Mechanismus noch weitgehend unserem 
Verstiindnis. 


Die besondere Schwierigkeit liegt in der Vieldeutigkeit selbst der 
reproduzierbaren experimentellen Beobachtungen, die bedingt wird 
durch die Vielzahl biochemischer Reaktionen, welche unter der Wirkung 
etwa des Testosterons mit zunehmender Einwirkungsdauer beeinflubt 
werden. So umfaBt z. B. der Begriff der ,,Wachstumssteigerung’ den 
ganzen Komplex intra- und intercellulirer chemischer Reaktionen. 


Am iibersichtlichsten miissen die Verhiltnisse bei den primiren 
Stoffwechselwirkungen liegen. Nach den friihesten biochemischen Ef- 
fekten im zeitlichen Ablauf der Testosteronwirkungen auf besonders 
ansprechbare tierische Organe (wie auf Samenblasen infantiler Ratten 
oder auf Kammwachstumsstellen von Kiiken) zu suchen war darum das 
Vorhaben dieser Arbeit. 


* Der Deutschen Forschungsgemeinschaft danken wir fir ein Sti- 
pendium (H.G.) und fiir Sachbeihilfen. 

1K. Junkmann, O. Dirscher! u. H. Langecker, Stoffwechselwirkungen 
der Steroidhormone, 2. Symposium der Deutschen Ges. f. Endokrinologie, Goslar, 
S. 1, Springer-Verlag, Heidelberg 1954. 

2 R. I. Dorfman u. R. A. Shipley, Androgens, Biochemistry, Physiology 
and Clinical Significance, John Wiley & Sons, New York 1956. 
3 Ciba Foundation, Colloquia on Endocrinology, 8 [1955]. 
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Beschreibung der Versuche 


1. Substanzen 
Testosteron p.a. und Testosteron-propionat (Schering, Berlin). 
Testosteron-[4-"C], Charge NEC —101—, 10yuC in 2,4 mg Substanz (New 
England Nuclear-Corporation, Boston 18, Mass., USA.) 
L-Leucin-[14C], durchgehend markiert, 1 wC/ml bei 1 mC pro mMol, gelést 
in 0,9 proz. Kochsalzlésung (Harwell, England). 


2. Versuchstiere 
Juvenile mannliche Ratten (Wistar-Stamm, Wurfgeschwister) im Alter 
von 22—28 Tagen, Gewicht 25—40 g, Samenblasengewicht 5—8 mg. 
Kiken, Alter 5 Tage, weiBe Leghornrasse und schwarze Austrolorps-Tiere, 
Kammgewicht 4,6—7 mg. 


3. Biochemische Methoden 
a) Messung der Verteilung von Testosteron-[*C] bei Ratten 


Auf die enthaarte Bauchhaut der juvenilen Ratten, die sich in Evipan-Narkose 
(15 mg Evipan/20g Ké6rpergewicht) befanden, wurden mit geeichter Pipette 
0,1 ml einer alkoholischen Lésung von Testosteron-[4-'4C] (50000 Imp./Min.) und 
0,2 ml einer 10 mg inaktives Testosteron enthaltenden alkoholischen Lésung in 
eng umschriebenem Bereich aufgetropft und nach Resorption wenige Tropfen 
Alkohol nachgegeben. Nach 30, 90, 270 und 400 Min. wurden die Tiere getitet 
und die Samenblase, die Leber und ein Stiick der betroffenen Bauchmuskulatur 
entnommen. Die Gewebe wurden nach Wagung unmittelbar weiterverarbeitet 
oder bei — 20° in der Tiefkiihltruhe aufbewahrt. 

5—8 mg Samenblase oder Gewebe wurden in einem Reagenzglas mit Schliff- 
stopfen mit gereinigtem Seesand sorgfaltig zerrieben, mit einer siedenden Mischung 
von Propanol/Ather 3:1 2 Stdn. extrahiert, der Extrakt durch eine Mikroglasfritte 
filtriert, der Riickstand mit dem Lésungsmittelgemisch 3mal nachgewaschen und 
die vereinigten Lésungen im Rotationsverdampfer im Vak. zur Trockene gebracht. 
Der Riickstand wurde in 80proz. Athanol aufgenommen und diese Lisung 3mal 
mit Petrolather ausgeschiittelt. Petrolather- und Athanolphase wurden getrennt 
eingeengt, die Konzentrate auf Zahlschaélchen gebracht und nach Trocknung die 
Radioaktivitét bestimmt (s. unten). 


b) Messung der Verteilung von Testosteron-[14C] bei Kiiken 

Auf die Kammwachstumsstellen von 5 Tage alten Austrolorps-Kiiken wur- 
den (ohne Narkose) 2 mg inaktives und eine Menge Testosteron-[4-'4C], die 16500 
Imp./Min. entsprach, in 0,2 mi der alkoholischen Lésung aufgebracht. (6 Kiiken 
jeder Versuchsreihe wurden als Kontrollen des Kammwachstums unbehandelt 
verwandt.) Kamm bzw. die Ansatzstellen des Kamms und die Leber der Tiere 
wurden nach 6, 12, 24, 48 und 72 Stdn. entnommen und wie oben beschrieben auf- 
gearbeitet. 


c) Messung des Einbaus von L-Leucin-[4C] in die Proteine der Samen- 
blasen und der Bauchmuskulatur von juvenilen Ratten 

Juvenilen Ratten (2 Tiere pro Zeitwert) wurden in der oben beschriebenen 
Weise 10 mg inaktives Testosteron appliziert und nach 90 bzw. 570 Min. 0,1 ml 
einer Lésung von Leucin-[14C] (entsprechend 1 wC) subcutan verabreicht. Nach 
30, 90, 180 und 270 Min. wurden die Tiere getétet, die Samenblasen und die Mm. 
recti abdominis entnommen und weiterverarbeitet. Dazu wurden die Gewebe in 
eiskalter 10proz. Trichloressigséure zerrieben und das gefallte Protein abzentri- 
fugiert. Der Uberstand der Fallung (vereinigt mit den Waschfliissigkeiten, s. unten) 
wurde nach Extraktion mit Ather bis zum Erreichen eines py von etwa 5 im Vak. 
eingeengt und nach Aufbringen auf Zahlschaélchen der Messung der Radioaktivitat 
zugefiihrt (s. unten). 
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Der Riickstand der Trichloressigséure-Fallung wurde 2mal mit 10proz. Tri- 
chloressigsiure gewaschen, das Sediment nach Zentrifugieren 15 Min. bei 90° mit 
5proz. Trichloressigséure behandelt und alle Waschfliissigkeiten mit dem urspriing- 
lichen Uberstand der Fallung vereinigt (s. oben). Der Proteinniederschlag wurde 
nach folgendem Schema weiterverarbeitet : 


Trichloressigsaure-Niederschlag 
| gewaschen mit Wasser 





[ l 
Waschfliissigkeit Niederschlag 











verworfen | 2x mit Athanol-Ather gewaschen 
i ] 
f Uberstand Niederschlag 
eingeengt | 1 x mit 96proz. Athanol gewaschen 
Ee i 9 
Zur Messung der | Uberstand Niederschlag 
Radioaktivitat eingeengt 1x mit Aceton gewaschen 
; l 
Uberstand Niederschlag 
| cingeengt in wasserfreier Ameisen- 





siure gelést, auf Zahl- 
schalchen gebracht. Mes- 
sung der Radioaktivitit. 


Die Kontrolltiere wurden unter Weglassen der Testosteron-Applikation in der 
gleichen Weise behandelt. 


d) Messung der Abhangigkeit des Einbaus von Leucin-[#C] in die 
Proteine der Samenblase von der Zeitdauer der Testosteroneinwirkung 

Juvenilen Ratten wurde, wie oben beschrieben, 10 mg Testosteron appliziert. 
90, 180, 270, 360, 450 und 540 Min. spiter wurde jeweils 2 Tieren pro Zeitwert 
1 uC Leucin-[4C] subcutan verabreicht; 90 Min. danach wurden die Gewebe in 
der angegebenen Weise aufgearbeitet. 


4. Messung der Radioaktivitat 


Die Extrakte aus Samenblasen, Bauchmuskulatur ‘oder Leber in Athanol 
bzw. Petrolather wurden im Vak. mittels eines Rotationsverdampfers im Schliff- 
reagenzglas der vorangegangenen Aufarbeitungsschritte zur Trockene gebracht. 
Den Riickstand lésten wir in einigen Tropfen Propanol und iiberfiihrten die Lésung 
tropfenweise quantitativ in die Mitte von Nickelschailchen mit 20 mm Durchmesser. 
Nach Abdunsten und Nachspiilen mit etwas Propanol wurde die Lésung vor dem 
letzten Eindunsten auf eine Kreisflache von 18 mm Durchmesser gleichmaBig ver- 
teilt, die Schalchen 12 Stdn. im Vak. getrocknet und zur Messung gebracht. 

Das Protein der Trichloressigsiure-Fallung wurde nach Verreiben 
in 98proz. Ameisenséure mit einer Kapillarpipette auf Aluminiumschialchen mit 
20 bzw. 22mm Durchmesser so aufgebracht, daB nach Nachspiilen mit wenigen 
Tropfen Ameisensaure die Fliissigkeit gleichmaBig auf eine Kreisflache von 18 
bzw. 20 mm Durchmesser verteilt war. Nach Abdunsten des Lésungsmittels wur- 
den die Zahlschalchen 12 Stdn. im Vak. getrocknet und anschlieBend die Aktivitat 
bestimmt. 

Die vereinigten Uberstande und Waschfliissigkeiten wurden in ana- 
loger Weise eingeengt, die Konzentrate quantitativ auf Schalchen iibergefiihrt, 
eingedunstet, die Riickstande getrocknet und zur Aktivitéitsmessung verwandt. 

Die Messung der “C-Aktivitat erfolgte mit einem fensterlosen DurchfluB- 
Zahlrohr in Verbindung mit dem ,,1000-Scaler“‘ der Fa. Tracerlab (Nulleffekt 
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25—30 Imp./Min.) bzw. mit einem Methandurchflu8-Endfensterzahlrohr (0,85 mg 
Glimmer/cm?) in Verbindung mit dem automatischen Zahlgerat FH 49 der Fa. 
Frieseke-Hépfner (Nulleffekt 17 Imp./Min.). Die Auswertung erfolgte relativ zu 
den Werten eines “C-Standardpraparats. Zur Messung der Selbstabsorption wur- 
den Proben von Testosteron-[4C] bzw. Leucin-[“4C] mit bekannten Mengen in- 
aktiven Materials verdiinnt und gezahlt; die angegebenen Werte sind nach der 
Auflage (mg/cm?, nach 12 stdg. Trocknen im Vak.) korrigiert. Zur Erreichung eines 
— MeBfehlers wurden jeweils 10000 Gesamtimpulse jedes Praparats 
gezahlt. 


Ergebnisse 


1. Verteilung des markierten Testosterons 
a) Bei infantilen Ratten 
Bereits 7 Stdn. nach Applikation von Testosteron-[4-“C] ist die 
Hauptmenge der aktiven Substanz aus den Samenblasen der Ratte ver- 
schwunden (Abb. 1). 
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Abb. 1. Verteilung von Testosteron-[4-“C]-propionat bei der Ratte. 
© Samenblase @ Leber ® Muskel 
Abzisse: Dauer der Testosteron-Einwirkung. 


Zu diesem Zeitpunkt hat die typische intensive Wachstumssteige- 
rung dieses Organs unter TestosteroneinfluB noch nicht eingesetzt; ihr 
Beginn liegt vielmehr erst bei 16—18 Stdn. (Abb. 2). 

Auffallend ist ferner die relativ hohe spezifische C-Aktivitat in 
der Samenblase, die selbst von jener der Bauchmuskulatur, in welche 
das Testosteron unmittelbar eindiffundierte, nicht iibertroffen wird; 
die spezifische Aktivitait in der Leber, dem wichtigsten Organ der Um- 
und Abbauvorginge fiir das Steroidhormon’, liegt sogar um eine GréBen- 
ordnung tiefer. 


4 R.I. Dorfman, Annu. Rev. Biochem. 26, 523 [1957]. 
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Eine feste Bindung von Testosteron-[!4C] an die Proteinfraktion 
der Samenblase oder Leber war nach Extraktion mit Athanol nicht 
nachzuweisen; beim Bauchmuskel lag die geringe nachweisbare Aktivi- 
tit unmittelbar an der Fehlergrenze. 


b) Bei Kiiken 

Die Verteilung des Testosterons-[#4C] bei Kiiken ist weniger cha- 
rakteristisch, weil hier der Ort der Applikation mit dem betrachteten 
Erfolgsorgan, dem Kamm, identisch ist. Die relative spezifische Aktivi- 
tit (verglichen mit der Leber) ist entsprechend hoch, der Abfall erfolgt 
allerdings wesentlich langsamer als in der Samenblase der Ratte (Abb.3). 
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Abb. 3. Radioaktivitét in Kamm Pe 
und Leber von Kiiken nach Verab- 
reichung von Testosteron-[4-14C]. Oy 
= Kamm (10 mg); 

—--—-— = Leber (100 mg). 

Abszisse: Dauer der Hormonein- 0 = 
wirkung. Fe te Oe 
4 ~, De 
12 a 3G 48 
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Die Wachstumskurve des Kiikenkammes zeigt keinen Wendepunkt 
zu einer bestimmten Zeit nach Testosterongabe, sondern steigt ziemlich 
kontinuierlich und auch wesentlich langsamer als die fiir Samenblasen an. 


2. Einfliisse des Testosterons auf den Einbau von 
L-Leucin- [#4C] in die Proteinfraktion der Samenblase 


Abb. 4a zeigt, daB eine 10stdg. Einwirkung von Testosteron Ge- 
schwindigkeit und maximal erreichte Aktivitaét des dann folgenden Ein- 
baus von Leucin-[#4C] in die Proteine der Samenblasen juveniler 
Ratten auf nahezu das Vierfache steigert. Dieser Effekt ist am Bauch- 
muskel derselben Tiere nicht feststellbar (Abb. 4b). 


Eine 30 Min. dauernde Testosteroneinwirkung war ohne Einflub 
auf den Leucin-[?4C]-Einbau in die Samenblasenproteine. 


Hoppe-Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie, 322 3 
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Abb. 4a. Einbau von t-Leucin-[#4C] in die Proteine der Samenblase (a) und des 
Bauchmuskels (b) der Ratte. Dauer der Testosteron-propionat-Vorbehandlung 


10 Stdn. 


@ = Mit Testosteron behandelte Tiere; O = Kontrollen. Abszisse: Dauer der 
Einwirkung von Leucin-[#4C]. 


. 


Das Ergebnis von Versuchen, den friihesten Zeitpunkt der Be- 
schleunigung der Inkorporierung von Leucin-[!4C] in die Samenblasen- 
proteine innerhalb der Dauer der Testosteronvorbehandlung festzulegen, 


ist aus Abb. 5 zu ersehen. 
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Abb. 5. Abhangigkeit des Aus- 
maBes der Inkorporierung von 
L-Leucin-[14C] in die Proteine 
der Rattensamenblase von der 
Dauer der Testosteronvorbe- 
handlung. 
Einwirkungsdauer von 
L-Leucin-[74C] (1 uC) 90 Min. 
@ = Mit Testosteron behan- 
delte Tiere; O = Kontrollen. 
Abszisse: Dauer der Testo- 
steron-propionat-Einwirkung. 
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Danach geniigt bereits eine 90 Min. dauernde Einwirkung von 
Testosteron am Gesamttier, um die in die Proteinfraktion inkorporierte 
Aktivitét gegeniiber den nicht mit Testosteron behandelten Kontrollen 
um etwa 50% zu erhéhen. Allerdings bleibt das Ausma8 dieser Wirkung 
bis zu etwa 6stdg. Einwirkungsdauer konstant, worauf dann ein neuer- 
licher, zunehmender Anstieg der Einbaurate mit steigender Dauer der 
Testosteronbehandlung folgt, bei dem der fiir 10 Stdn. ermittelte Wert 
(s. Abb. 4a) durchlaufen wird. 


Diskussion 


In der Verteilung des Testosterons-[14C] im Organismus infantiler 
Ratten kommt eine deutliche Spezifitat zum Ausdruck: das markierte 
Hormon wird vom untersuchten Erfolgsorgan, der Samenblase, im Ver- 
gleich zur gepriiften Muskulatur und Leber relativ am schnellsten und 
meisten aufgenommen. Der Unterschied gegeniiber dem Teil der Bauch- 
muskulatur, der naichst dem Applikationsort gelegen ist, wird besonders 
im Vergleich zum Versuch am Kiikenkamm deutlich, wo Applikations- 
ort und Wirkungsort zusammenfallen. 


Auffallend ist das rasche zeitliche Abklingen der Aktivitait in der 
Samenblase, das zu einem niedrigen Plateau der Aktivitat/Zeit-Kurve 
bereits nach etwa 7 Stdn. fiihrt. Da das hormoninduzierte Wachstum 
des Organs unter den Versuchsbedingungen erst nach 16—18 Stdn. 
deutlich erkennbar wird, mu8 man innerhalb dieses Zeitraums der ersten 
16Stdn. nach Hormongabe die primiren Stoffwechselwirkungen des 
Testosterons annehmen, die dann ihrerseits sekundir den ganzen Kom- 
plex jener biochemischen Reaktionen bedingen, die als ,,Wachstums- 
steigerung‘‘ in Erscheinung treten. Beim Kiikenkamm ist das gleiche 
Phinomen, wenn auch infolge der anderen Versuchsanordnung nicht so 
ausgepragt, zu erkennen. Die Erscheinung, da der Hauptteil der makro- 
skopischen Wirkung erst eintritt, wenn das auslésende Agens den bio- 
logischen Reaktionsort weitgehend wieder verlassen hat, erinnert an das 
Verhalten der strukturverwandten, 14C-markierten Digitalisstoffe im 
Herzmuskel>, bei denen eine ,,Wirkungssummation‘‘ von Einzelgaben 
keine Summation der Wirkungssubstanz am Erfolgsort erkennen laBt. 


Versuche mit Leucin-[}4C] beweisen die starke und spezifische Be- 
schleunigung des Einbaus von Aminosauren in die Proteinfraktion der 
Samenblase unter Testosteronwirkung als Ausdruck einer gesteigerten 
Synthese bestimmter Zellproteine dieses Gewebes. Dabei wird gleich- 
zeitig die Aktivitét der Aminosiurefraktion (des Trichloressigsiure- 
Filtrats) nur um etwa 20% gegeniiber den Kontrollen erhéht, was mit 
der Kleinheit des Aminosiure-,,pools“ der Zellen in Einklang steht. 


5 A, Sjoerdsma u. C.S8. Fischer, Circulation 4, 100 [1951]; F. Turba u. 
Chr. Scholtissek, diese Z. 296, 87 [1954]. 
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Analoge Versuche mit Methionin-[*°S] an Kapaunen, bei denen ein von 
Testosteron ausgeléstes Kammwachstum gleichfalls mit einer starken 
Erhéhung der Inkorporierung dieser Aminosiure einhergeht®, lassen 
allerdings wegen der langen Dauer der Hormonbehandlung (6 Tage) 
keinen SchluB iiber den Be ginn der aktivierenden Wirkung des Hormons 
auf die Proteinsynthese zu. Auch der interessante Befund einer 30—80- 
proz. Steigerung des Einbaus von Glycin-[**C] in Nierenschnitte in vitro 
durch Testosteron’ ist hier nicht unmittelbar heranzuziehen. 


Unter den hier angegebenen Versuchsbedingungen tritt der Akti- 
vierungseffekt bereits 90 Min. nach Hormongabe deutlich in Erschei- 
nung. Der Verlauf der Zeit/Umsatz-Kurve fiir 4C in Leucin-[#4C] (Abb.5) 
la8t dabei zwei Phasen der Wirkung des Testosterons auf die Inkorpo- 
rierung der Aminosiaure erkennen: nach der erwahnten friihzeitigen Er- 
héhung der 4C-Aktivitat im Proteinanteil wird ein fiir langere Zeit kon- 
stantes Plateau erreicht, von dem aus spiiter eine erneute, mit Beginn 
der makroskopischen Wachstumssteigerung des Organs immer starkere 
Erhéhung der Inkorporierungsgeschwindigkeit einsetzt. Man wird nicht 
fehlgehen, dieser ersten Phase cer Testosteroneinwirkung (zwischen 90 
und 360 Min.) die Biosynthese jener Zellproteine, vorwiegend Fermente, 
zuzuordnen, die der vermehrten Zellneubildung vorauszugehen hat. In 
diesem Zeitabschnitt vollzieht sich demnach die primare Stoffwechsel- 
wirkung des Testosterons am betrachteten Erfolgsorgan. Da die Protein- 
biosynthese wegen der notwendigen Aminosiure-Aktivierung ATP-ab- 
hangig ist, sollte ihr eine Steigerung des Umsatzes energiereicher Phos- 
phate parallel oder vorausgehen. Vorlaufige Untersuchungen mit *P, 
die an unserem Institut gemeinsam mit Herrn Dr. Boden durchgefihrt 
wurden, sowie siulenchromatographische Analysen der iiberchlorsaure- 
léslichen Phosphatfraktion mittels des Ionenaustauschers Dowex-1 nach 
Hurlbert, Schmitz, Brumm und van Potter’, an denen Herr Prof. 
E. V. Jensen* beteiligt war, weisen in diese Richtung. Fiir die Wirkung 
des Progesterons am Uterus haben Mc Corquodale und Mueller® 
den Nachweis einer Wirkungssteigerung der aminosiure-aktivierenden 
Fermente unter dem Einflu8 des gestagenen Hormons erbracht. 

Hinweise auf den biochemischen Mechanismus der Testosteron- 
wirkung sind aus den vorstehenden Experimenten nicht unmittelbar 
abzuleiten; sie grenzen lediglich Reaktionen des Stoffwechsels ab, die 
zeitlich zunichst betroffen werden. Die auffallend selektive Konzentrie- 
rung des Steroidhormons in der Samenblase gibt allerdings einen Hin- 
weis auf eine mégliche Teilursache der Spezifitat seiner Organwirkung. 


* dzt. Anschrift: Ben May Laboratory for Cancer Research, University of 
Chicago, Ill. 

6 D.M.Greenberg, ColdSpring Harbor Sympos. quantitat. Biol. 18, 113[1948]. 

?7E. H. Frieder u. E. H. Cohen, Nature [London] 181, 912 [1958]. 

8 R. B. Hurlbert, H. Schmitz, A. Brumm u. R. van Potter, J. biol. 
Chemistry 209, 23 [1954]. 
®°D. J. Mc Corquodale u. G. C. Mueller, J. biol. Chemistry 282, 31 [1958]. 
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Zusammenfassung 


1. Es wird die Verteilung von Testosteron-[4-4C] bei juvenilen 
Ratten und bei Kiiken bestimmt. Die Rattensamenblase und der Kiiken- 
kamm zeigen die héchste spezifische Aktivitat der untersuchten Organe. 
Das Absinken der 4C-Aktivitaét in der Samenblase auf ein niedriges Ni- 
veau erfolgt, bevor die hormoninduzierte Wachstumssteigerung des 
Organs nach 16—18 Stdn. beginnt. Testosteron wird weder von den 
Samenblasen- noch von den Kiikenkamm-Proteinen irreversibel fixiert. 

2. Testosteron steigert die Inkorporierung von Leucin-[4C] in 
Samenblasenproteine gegeniiber unbehandelten Kontrollen unter den 
Versuchsbedingungen auf das Vierfache, und zwar in zwei Phasen, von 
denen die erste bereits etwa 90, die zweite erst 360 Min. nach der Hor- 
mongabe beginnt. 

3. Hinweise auf den Eingriff des Testosterons in Stoffwechselvor- 
ginge der untersuchten Organe werden diskutiert. 


Summary 


1. The distribution of [4-14C]-testosterone has been determined in 
young rats and chickens. Of the organs investigated, the rat seminal 
vesicles and the chicken comb showed the highest specific activity. The 
MC activity of the seminal vesicles falls to a low level before the growth 
increase, caused by the hormone after 16—18 hours, takes place. Testo- 
sterone is not irreversibly fixed by the proteins of either the seminal 
vesicles or the chicken comb. 

2. Testosterone causes a four-fold increase, against untreated con- 
trols, in the incorporation of [4C-]-leucine into the proteins of the seminal 
vesicles. This stimulated uptake takes place in two phases, the first at 
90 minutes the second not until 360 minutes after administration of the 
hormone. 

3. Participation of testosterone in the metabolism of the investi- 
gated organs is discussed. 


Prof. Dr. A. Butenandt, Max-Planck-Institut fiir Biochemie, Miinchen 15, 
Goethestr. 31. 
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N-Trifluoracetyl-aminosauren, XIX? 


Gaschromatographische 
Trennung von N-TFA-Dipeptid-methylestern 
Von 
Friedrich Weygand, Bruno Kolb, Axel Prox, Monohar A. Tilak und Ichiro Tomida 
Aus dem Organisch-Chemischen Institut der Technischen Hochschule Miinchen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 9. Juli 1960) 


Herrn Prof. Dr. Ernst Waldschmidt-Leitz zum 65. Geburtstag 


Auf Grund der relativ hohen Dampfdrucke’ lassen sich N-TFA- 
Aminoséureester und N-TFA-Dipeptidester im Vakuum sublimieren?. 
Die destillative Trennung der N-TFA-Aminosiure-methylester ermég- 
licht die Isolierung von Aminosiuren aus Proteinhydrolysaten in pri- 
parativem MaB8stab*. Es war daher zu erwarten, daB sich die N-TFA- 
Ester auch gaschromatographisch trennen lassen. Schon vor 3 Jahren 
hat E. Bayer auf unsere Bitte hin dies gepriift und an wenigen Bei- 
spielen bestatigt gefunden’. Dagegen gelang es zunichst nicht, das Ver- 
fahren auf die N-TFA-Dipeptidester anzuwenden. Sie wurden in der 
damals angewandten Saule und Apparatur vollstindig zuriickgehalten. 

Inzwischen wurde auch die Gaschromatographie zahlreicher N- 
TFA-Dipeptidester méglich, woriiber in der vorliegenden Mitteilung be- 
richtet wird. In diesem Zusammenhang war es zunichst notwendig, das 
Verhalten der N-TFA-Aminosiure-methylester eingehender zu unter- 
suchen. 


Trennung von N-TFA-Aminosiure-methylestern 


A. Darstellung der Verbindungen 


Die zur Untersuchung kommenden Aminosiuren wurden in Mengen 
von 1 g zunichst mit Methanol verestert und sodann mit Trifluoressig- 
siure-methylester N-trifluoracetyliert*. 


1 XVIII. Mitteil.: F. Weygand, G. Klipping u. D. Palm, Chem. Ber. 93, 
2619 [1960]. 

2 VII. Mitteil.: F. Weygand, R. Geiger u. W. Swodenk, Angew. Chem. 
68, 807 [1956]. 

3 F. Weygand u. R. Geiger, Chem. Ber. 92, 2099 [1959]. 

4 Diskussionsbemerkung von F.Weygand anlaBlich eines Vortrages von 
E. Bayer auf der GDCh-Hauptversammlung in Berlin am 9. Oktober 1957. 
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Beispiel N-Trifluoracetyl-glycin-methylester: 1g Glycin wurde durch 
Lésen in 5 cm? konz. Salzsiure und Eindampfen im Vak. in das Hydrochlorid 
iibergefiihrt. Dieses wurde zur Veresterung mit 20 cm* Methanol, das 0,2n an HCl 
war, 2 Stdn. unter RiickfluB erhitzt. Nach dem Eindampfen im Vak. wurde der 
Riickstand in 15 cm* Methanol gelést und, mit 2,3 cm’ Triathylamin und 5 cm? 
Trifluoressigsiure-methylester versetzt, 2Stdn. bei 20° stehengelassen. Sodann 
wurde im Vak. eingedampft und der Riickstand zwischen Essigester und Wasser 
verteilt. Die organ. Phase lieferte nach dem Eindampfen im Vak. den dligen 
N-TFA-Glycin-methylester. Eine weitere Reinigung war nicht erforderlich, 
sie kann, falls gewiinscht, durch Sublimation im Hochvakuum erfolgen. Die Ver- 
bindung schmilzt dann bei 16,8—17°.1 


B. Apparatur und Arbeitsweise 


Die Messungen wurden mit dem Fraktometer 116 H von Perkin-Elmer in 
Verbindung mit einem 10-mV-Kompensationsschreiber (Kompensograph, Siemens 
& Halske) ausgefiihrt. Als Tragergas diente ausschlieBlich Helium. Es wurden die 
handelsiiblichen Saulen verwendet, die eine Lange von 1 bzw. 2 m hatten und mit 
Celite gefiillt waren, das mit folgenden Substanzen impragniert war: 

Saule O: Siliconfett Saule P: Polyester (Reoplex) 


Die Auswertung erfolgte iiber das Retentionsvolumen, indem die direkt aus 
dem Fraktogramm entnommenen Werte (in cm, gemessen vom Luftpeak bis zum 
Maximum der Bande) verwendet wurden. Das ist zulaissig, weil der Schreiber mit 
konstantem Zeitvorschub arbeitet. Der Austritt einer Komponente i aus der Saule 
wird durch die relative Retention gi charakterisiert, wobei auf das Retentions- 
volumen eines Standards vst = 1,0 bezogen wird: 


I; = %4/U yp 


vj = Retentionsvolumen der Komponente i 


In allen Fallen diente Laurinsiure-methylester (im folgenden kurz C,,) 
als Standard. 

Die Substanzen wurden mit einer Hamilton Microliter Syringe 701 als Lésung 
in Essigester eingespritzt. 


C. Ergebnisse 


1. Mit Siliconfett als stationarer Phase 


Tab. 1 gibt eine Zusammenstellung der relativen Retention von 
zehn N-TFA-Aminosiure-methylestern unter den gewahlten Arbeits- 
bedingungen. In Abb. 1 ist der Logarithmus der relativen Retention q 
gegen die reziproke absolute Temperatur von 160°, 190° und 204 °C auf- 
getragen. Man erkennt, wie mit fallender Temperatur die Unterschiede 
in den Retentionsverhaltnissen gréBer werden. Abb. 2 zeigt ein Frakto- 
gramm, das unter den angegebenen Bedingungen erhalten wurde. 
Folgende Substanzpaare werden nicht getrennt: Alanin und Glycin; 
Leucin und Isoleucin; Asparaginsiure und Prolin zeigen eine starke 
Uberlappung. 

Threonin zeigt ein von den anderen Komponenten stark abweichen- 
des Verhalten. Es bildet eine breite verschmierte Bande, deren Maximum 
stark konzentrationsabhangig ist. (Ubergang durch Wasserabspaltung 
in N-TFA-ca-Aminoacrylester ?) 
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Tab. 1. Zusammenstellung der relativen Retention g von N-TFA-Aminosaure- 
methylestern, bezogen auf Laurinsdure-methylester (C,,) = 1,000, bei verschiedenen 






















































































Temperaturen. 
| ei ie eae el eee 2m0O 2m0O 2m0 
Temperatur....... 160° 190° * 204° 
Strémungs- 
geschwindigkeit ..... 84 Nml//Min. 100 Nm//Min. 97 Nml/Min. 
Retentionszeit 
von C,,(Min.)...... 20,10 6,88 - 4,75 
q q q 
Serer Oo) eo ee nay we tay evs 1,000 1,000 1,000 
Misrer theta 0,056 0,081 0,095 
BN 95 cle RIOR he 0,058 0,083 ,096 
ess 4! tame! 4k 0,102 0,137 0,156 
Mee burst os Zw & 0,147 0,189 0,207 
MD. <i.5, 5 Heke RRO 0,154 0,198 0,220 
Se Se Ee 0,226 0,270 0,292 
> See eee, eee 0,246 0,305 0,334 
OS Bee Sseer 0,45 0,50 0,52 
5 SR pete ee rare 9 0,74 0,78 0,80 
SEs reise, cant 1,38 1,22 1,17 
* Bis-N-TFA-Verbindung. 
_ 2042 190° 160°C 
es id 
et 
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q 
oa tee ff 
OL : 
03, 
ren ey 
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2) ld 5 
ee ‘ i 
Ol op 
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2,10x10-3 2,16x10-8 2,31x10-% 
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Abb. 1. Logarithmus der relativen Retention g von V-TFA-Aminosaure-methylestern 
als Funktion der reziproken absoluten}Temperatur; Laurinsiure-methylester = 
1,0. Bedeutung der Ziffern: 1 = Ala; 2 = Gly; 3 = Val; 4 = Leu; 5 = Ileu; 6 = 


Asp; 7 = Pro; 8 = Met; 9 = Phe; 10 = Lys (Bis-N-TFA-Verbindung). 
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Abb. 2. Fraktogramm von N- 
TFA-Aminosaure-methylestern. 
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Es hat sich gezeigt, daB bei frisch gefiillten Siulen mit Siliconfett 
als stationirer Phase die Banden unsymmetrisch werden und ausge- 
pragte Schwanzbildung zeigen, wobei die Lage des Maximums konzen- 
trationsabhingig wird. Nach lingerem Gebrauch der Saule geht diese 
Erscheinung zuriick und es werden symmetrische Banden mit konstan- 
tem Maximum erhalten (s. Abb. 2). 


2. Mit Polyester (Reoplex) als stationirer Phase 

Die Fraktogramme mit einer Siule, die mit einer stark polaren Phase, 
wie sie Polyester darstellen, belegt ist, zeigen ein anderes Bild. Tab. 2 
gibt eine Zusammenstellung der relativen Retention g von zehn N-TFA- 
Aminoséure-methylestern unter den angegebenen Arbeitsbedingungen. 
In Abb. 3 ist der Logarithmus der relativen Retention q bei 204° in 
einem Strichdiagramm mit einer 2-m-O-,2-m-P- und einer Kombination 
aus einer 1-m-P- und einer 1-m-O-Saule aufgetragen. Man erkennt gut 
den Unterschied in den Retentionszeiten der untersuchten N-TFA- 
Aminoséure-methylester bei den verschiedenen Siiulen. Abb. 4 zeigt ein 
Fraktogramm von 10 solchen Verbindungen. Lediglich die Banden 
von Valin und Alanin + Isoleucin iiberlappen sich. Auf der Polyester- 
siule zeigt Threonin kein von den anderen Verbindungen abweichendes 
Verhalten. Wie man erkennt, kénnen mit dieser Siule Alanin und Glycin, 
sowie Leucin und Isoleucin voneinander getrennt werden. Infolge des 
stark polaren Charakters der Polyestersiiule werden die N-TFA-Amino- 
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siureester linger in ihr zuriickgehalten als in der Siliconsiule, was sie 
im allgemeinen weniger gut geeignet zur Trennung von N-TFA-Di- 
peptidestern macht. 





Saule |2m0 | 2mP WmP-lm0 
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Abb. 3. Logarithmus der relativen Retention q 
von N-TFA-Aminosiure-methylestern bei 204° 
































TT Rita mit drei verschiedenen Saulen (2m0O, 2m P und 
| YS 1m P+ 1m 0). Laurinsiure-methylester = 1,0. 
10 Z Bedeutung der Ziffern: wie bei Abb. 1, auBerdem 
$ = 11 = Thr. 
= 
(st i 
1 
il a 
G 
_— 
3 
01¢-2 















































~ 
s 
2 
x 
+ 
= 
+ 
= = . 
x= > : 
S Ss sS Su 
- oS Be 228 
x = Asef 
= 0 Ss Ss t= 
. <x r r~ 3s 
= — x saxo 
& mg i Stax 
= 2 oD} 25s 
= =| x27 
a 
= = 
S 
Ss 
oe) iy = 
= = = 
S 
~ . oe: 
~S Ss a 
: ¢ 3 
: 
= = 
= €& 
7 ; 
= = 
~ 
~ 
x 
i 
i 
ee cme, T T T T T T T T T T T T T T T T T T ¥ 
20 15 10 5 0 
—_— Mn 


Abb. 4. Fraktogramm von N-TFA-Aminosaure-methylestern. Saule 2m P, Tem- 
peratur 209°, Strémungsgeschwindigkeit 64 cm* He/Min. 
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Tab. 2. Zusammenstellung der relativen Retention g von N-TFA-Aminosaure- 
methylestern, bezogen auf Laurinséiure-methylester (C,,) = 1,0, an verschiedenen 


a") 

















Saulen. 
RE: oe 2mP ImP+1m0 
Temperatur. . . 204° 204° 
Strémungs- 
geschwindigkeit . 65 Nml/Min. 94 Nml/Min. 
Retentionszeit C,, 
(ms 3,24 3,08 

q q 

Ces Ree 1,00 1,00 
US eee 0,63 0,38 
RRS rss) wi, (apie 0,73 0,40 
eee 0,78 0,48 
eee 0,95 0,55 
BO Cac, Sie 1,50 0,74 
Je 2,53 1,37 
ee 3,70 1,89 
a 4,96 2,44 
re 6,04 3,11 
eee ae 7,70 4,05 





3. Mit Polyester und Siliconfett als stationirer Phase 


Es lag nun nahe, zur Trennung von Glycin, Alanin, Leucin 
und Isoleucin eine Polyestersiule und eine Siliconsiule hinterein- 
ander zu schalten. Die mit den je 1 m langen Séulen erhaltenen 
Ergebnisse zeigt Abb. 5. Man erkennt, daB sich die vier Verbindungen 


trennen lassen. 


N-IFA-Gly-OCH, 
N-IFA-Ala- OCH, 






N-IFA- Leu-OCH, 


N-IFA-Hleu- OCH, 















—— Min 


Abb. 5. Fraktogramm der N-TFA-Methylester von Glycin, Alanin, Leucin und 
Isoleucin. Siule 1 m P + 1 m O, Temp. 200°, Strémungsgeschwindigkeit 107 cm® 
He/Min. 
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Trennung von N-TFA-Dipeptid-methylestern 
A. Darstellung der Verbindungen 


Da allein die Kombination von 15 Aminosiuren zu Dipeptiden 
225 Verbindungen liefert, ist es verstandlich, daB wir noch nicht alle 
untersuchen konnten. Wir haben uns daher zunichst auf eine Aus- 
wahl beschrinkt. Die meisten der untersuchten N-TFA-Dipeptid- 
methylester wurden nach einem neuen Verfahren durch Kondensation 
von N-TFA-Aminosiure-thiophenylestern mit freien Aminosiauren 
in heiBem Eisessig und anschlieBende Veresterung mit Diazomethan 
dargestellt. 


F,CCO - NHCHRCO - SC,H; + H- NHCHR’CO,H ——5> 


F,CCO - NHCHRCO - NHCHR’CO,H ——> 


F,CCO - NHCHRCO - NHCHR’CO - OCH, 


Als Nebenprodukte entstehen hierbei die Acetylaminosauren 
CH,CO - NHCHR’CO,H, die bei der Veresterung, falls sie nicht vorher 
abgetrennt werden, die entsprechenden Methylester liefern. Will man 
nur die Retentionszeiten eines gegebenen N-TFA-Dipeptids kennen- 
lernen, so ist die Abtrennung der Acetylverbindung auf konventionellem 
Wege nicht erforderlich. 


Die Darstellung vieler N-TFA-Dipeptid-methylester in prapara- 
tivem Ma8stab wird gesondert beschrieben® 


Beispiel fiir die Herstellung einer Serie von N-TFA-Dipeptid- 
methylestern mit N-TFA-u-Leucin-thiophenylester: 1,6g (5 mMol) 
N-TFA-u-Leucin-thiophenylester und 1 mMol einer Aminosaure (Glycin; 
L-Alanin; L-Valin; t-Leucin; L-Isoleucin; L-Prolin; t-Phenylalanin; L-Methionin) 
werden in 2,5 cm® Eisessig (Merck p. a.) 2 Stdn. im 125° warmen Olbad in einem 
Kélbchen, das mit RiickfluBkihler und CaCl,-Trockenrohr versehen ist, erhitzt. 
Der Eisessig wird im Vak. abdestilliert, worauf 3mal wenig Toluol nachdestilliert 
wird. Den Riickstand nimmt man in 20—30 cm* Essigester auf, wobei wenig un- 
umgesetzte Aminosiure nicht in Lésung geht, und fiigt nach Uberfiihrung in einen 
Scheidetrichter 5—10 cm* Wasser zu. Durch portionsweise Zugabe von festem 
Natriumhydrogencarbonat und Schiitteln wird das N-IFA-Dipeptid in die waBr. 
Phase gebracht. Die Essigesterphase wird mit 3—5 cm* Wasser gewaschen. Durch 
Eindampfen der mit Natriumsulfat getrockneten Essigesterlésung wird der nicht 
umgesetzte N-TFA-.-Leucin-thiophenylester zuriickgewonnen. Er wird vor der 
Wiederverwendung durch Hochvakuumsublimation gereinigt. Die vereinigten 
waBr. Ausziige werden mit konz. HCl auf py2 gebracht, wobei sich die N-TFA- 
Dipeptide dlig abscheiden und in vielen Fallen kristallisieren. Man nimmt sie in 
Essigester auf, trocknet die Lésung mit Natriumsulfat, dampft im Vak. ein und 
verestert mit einem Uberschu8 an Diazomethan in Ather. Nach wenigen Min. wird 
der Uberschu8 an Diazomethan mit Eisessig zerstért, die Lésung im Vak. einge- 
dampft und in Essigester fiir die Gaschromatographie gelést. 


5 F. Weygand u. Mitarb., Peptidsynthesen in Hisessig, II. Mitteil., Chem. 
Ber. in Vorbereitung. 
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B. Apparatur und Arbeitsweise 


Sie waren dieselben wie bei der Trennung der N-TFA-Aminosaure-methylester. 
Als Séule wurde im allgemeinen nur eine 2-m-O-Saule verwendet. Die relative 
Retention g wurde auf Myristinséure-methylester (im folgenden kurz als C,, be- 
zeichnet) als Standard bezogen. 


C. Ergebnisse 


Tab. 3 gibt eine Zusammenstellung der relativen Retention q unter 
den angegebenen Arbeitsbedingungen, Tab. 4 bringt die mit der Serie 
von N-TFA-L-Leucyl-dipeptid-methylestern erhaltenen Ergebnisse. In 
Abb. 6 ist der Logarithmus der relativen Retention q gegen die reziproke 
absolute Temperatur von 190°, 204° und 225°C aufgetragen. 


Tab. 3. Zusammenstellung der relativen Retention g von N-TFA-Dipeptid-methyl- 
estern, bezogen auf Myristinséure-methylester (C,,) = 1,00. 




















MNGIB . 5g Boke cenacts: « 2m0O 2m0O 2m0 
Temperatur. ...... 190° 204° 225° 
Strémungsgeschwindigkeit 100 Nm//Min. 97 Nml/Min. 91 Nml/Min. 
Retentionszeit C,, (Min.) 14,38 9,53 5,44 
q q qd 
Me eee aye artsy can cieg 1,00 1,00 1,00 
p-Ala-teAla. 0. 6 3 we 0,28 0,30 0,32 
OO: 0 | 0,31 0,33 0,35 
Gly-n-Ala. ....... 0,35 0,37 0,40 
Cy” Se ae a 0,39 0,41 0,44 
z-Ala-t-Val.. 2... 0,44 0,46 0,48 
MGV ss) a sk 0,54 0,55 0,56 
t-lleu-t-Ala. ...... 0,57 0,58 0,59 
L-Ala‘t-Leu ...... 0,58 0,59 0,60 
Gly-ut-Heu ....... 0,70 0,71 0,72 
Gly-t-Leu ....... 0,73 0,73 0,73 
EPro-Gly .....4.-s% 0,75 0,76 0,80 
t-Ileu-n-Val. ...... 0,83 0,83 0,83 
HY*EeEEO 6 5 kw 8 ws 0,99 0,99 0,99 
L-Pro-L-Leu. ..... - 1,42 1,39 1,35 
u-Phe-L-Ala ...... 2,09 1,97 1,86 
L-Ala‘t-Phe ...... 2,24 2,13 1,98 
fg Ce 2,26 2,15 2,01 
Og ey | = 2,68 2,41 
L-Phe-t-Leu. ...... — 3,68 3,14 


Tab. 4. Relative Retention g von N-TFA-.-Leucyl-dipeptid-methylestern bei 204° 
an einer 2-m-O-Saule, bezogen auf Myristinsiure-methylester (C,,) = 1,00. 





N-TFA-t-Leu- t-Ala | Gly | L-Val | t-Leu | t-Ileu | L-Pro | t-Met | L-Phe 
0,55 | 0,60 | 0,79 | 1,02 | 1,06 | 1,23 | 2,62 | 3,59 
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Fiir die Sequenzanalyse von Peptiden (vgl. den folgenden Abschnitt) 
benétigt man eine zusitzliche Identifizierungsméglichkeit, da, wie nicht 
anders zu erwarten ist, eine Reihe von N-TFA-Dipeptid-methylestern 
praktisch dieselbe Retentionszeit besitzen. Man kann die aus dem 
Gaschromatographen austretenden Proben in kleinen Roéhrchen auf- 
fangen. Nun bestehen zwei Méglichkeiten : 

a) Die Probe wird mit verdiinnter Natronlauge hydrolysiert, wobei 
der N-TFA-Rest und die Estergruppe hydrolytisch abgespalten werden. 
Das freie Dipeptid kann nun chromatographisch oder elektrophoretisch 
in iiblicher Weise auf Hinheitlichkeit und Zusammensetzung hin weiter 
untersucht werden. 

b) Die aufgefangene Probe wird einer massenspektrometrischen 
Analyse unterworfen®. 

Ein interessantes Ergebnis wurde bei der Gaschromatographie von 
N-TFA-L-Alanyl-L-phenylalanin-methylester beobachtet. Das zur Syn- 
these eingesetzte L-Phenylalanin war optisch nicht rein und enthielt 
D-Phenylalanin. Das Gaschromatogramm zeigte eine Aufspaltung in 

225° 206° 190°C 
50 
40 i 
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2,01x10-3 2,10x10°8 2,16x 10-8 
1/TPK] —> 
Abb. 6. Logarithmus der relativen Retention g von V-TFA-Dipeptid-methylestern 
als Funktion der reziproken absoluten Temperatur ; Myristinsiure-methylester = 1,0. 
Bedeutung der Ziffern: 1 = u-Ala-t-Ala; 2 = t-Ala-Gly; 3 = Gly-t-Ala; 4 = 
Gly-Gly; 5 = t-Ala-t-Val; 6 = Gly-t-Val; 7 = t-Ileu-L-Ala; 8 = 1-Ala-t-Leu; 
9 = Gly-t-Ileu; 10 = Gly-t-Leu; 11 = 1-Pro-Gly; 12 = t-Ileu-t-Val; 13 = Gly- 
L-Pro; 14 = t-Pro-L-Leu; 16 = L-Phe-t-Ala; 16 = L-Ala-L-Phe; 17 = L-Phe-Gly; 
18 = Gly-t-Phe; 19 = t-Phe-t-Leu. 


6 E. Stenhagen, unveréffentlicht, Med.-Kem. Inst. d. Univers. Géteborg/ 
Schweden. 
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2 Banden (Abb. 7). Bei Verwendung von optisch reinem D-Phenylalanin 
wurde nur die Bande mit langerer Retentionszeit gefunden. Wir haben 
also hier einen Fall, in dem das Diastereoisomerenpaar N-TFA-L-Ala-L- 
Phe-OCH, und N-TFA-L-Ala-D-Phe-OCH, gaschromatographisch trenn- 
bar sind. Wir beabsichtigen zu untersuchen, ob dies an weiteren Bei- 
spielen méglich ist und ob man auf diese Weise untersuchen kann, welche 
Peptidsynthesen ohne Racemisierung verlaufen. 


N-TEA-t-Ala:0-Phe-OCH, 


= " 
> tulSeandara) 


TFA-t-Ala t-Phe-0CH; 

















84 x 
N-IFA-t-Ala0-Phe-OCH, 
= Cy, (Standard) 


EY) a o 5 0 
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Abb. 7. Gaschromatographische Trennung eines Diastereoisomerenpaares (N-TFA- 
L-Ala-L-Phe-OCH, und N-TFA-t-Ala-p-Phe-OCH,). Saule 2 m O, Temp. 200°, 
Strémungsgeschwindigkeit 48 cm* He/Min. 


Gaschromatographische Sequenzanalyse von Peptiden 

Die neue Methode zur Trennung von Aminosiéuren und Dipeptiden 
in Form ihrer N-TFA-Methylester bringt eine wesentliche Vereinfachung 
der Sequenzanalyse von Peptiden, die zunachst nicht zu langkettig sein 
sollten. 

Ein wesentlicher Teil einer Sequenzanalyse ist die Partialhydrolyse 
von Peptiden mit Salzsiure? oder Enzymen zu Dipeptiden. Bei den 
iiblichen Verfahren bestehen nun groBe Schwierigkeiten, nicht nur be- 
ziglich der Auftrennung der Dipeptide, sondern auch hinsichtlich der 
Abtrennung der bei der Hydrolyse mitentstandenen Aminosiuren und 
iibriggebliebener héherer Peptide. 

Wenn ein Peptid mit der Sequenz A-B-C-D-E einer Partial- 
hydrolyse unterworfen wird’, entstehen im Idealfall die Peptide A - B; 
B-C; C-D und D- E. Aus einem Pentapeptid erhilt man also 4 Di- 
peptide. Jede nicht endstindige Aminosiure erscheint also in 2 Di- 


7 Vgl. F. Sanger, Advances Protein Chem. 7, 2 [1952]. 
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peptiden, einmal amnioendstindig und einmal carboxylendstindig. Die 
aminoendstindige und die carboxylendstindige Aminosiure treten nur 
in je einem Dipeptid auf. Die richtige Sequenz ergibt sich daher ohne 
sonstige Bestimmungsmethoden. Etwas schwieriger wird die Sequenz- 
analyse beim mehrfachen Vorkommen einer oder mehrerer Aminosauren. 
In solchen Fallen ist es zumindest erforderlich, entweder die aminoend- 
stiindige Aminosiure oder die carboxylendstindige oder beide zu er- 
mitteln. Sollte dann immer noch keine eindeutige Zuordnung méglich 
sein, so muB man auf die bekannten Methoden des schrittweisen Abbaus 
bis zu einer eindeutigen Aussage zuriickgreifen®. 


Die nachstehend aufgefiihrten Beispiele sollen das eben Gesagte er- 
lautern. Es kamen synthetische Peptide zur Anwendung. 


Partialhydrolyse der Peptide und Uberfiihrung des Gemisches 
in N-TFA-Methylester: 10mg der unten aufgefiihrten Peptide wurden in 
1,0 cm? 6,8n HCl, wenn nicht anders vermerkt bei 37°, 3 Tage hydrolysiert. Hier- 
nach wurde im Vak. (zuerst bei maBiger Temp. des Wasserbades, schlieBlich bei 80°) 
zur Trockne gebracht. Der Riickstand wurde in 20 cm* 0,2n HCl (wasserfrei)- 
Methanol 2 Stdn. unter RiickfluB gekocht. Nach dem Eindampfen im Vak. wurde 
in 10 cm? wasserfreiem Methanol, 2 cm® Triaithylamin und 1 cm? Trifluoressigsaure- 
methylester bei 20° 3 Stdn. stehen gelassen. Sodann wurde im Vak. eingedampft 
und der Riickstand zwischen Wasser und Essigester verteilt, die waBr. Phase mit 
Essigester ausgeschiittelt, die vereinigten Essigesterlésungen mit Natriumsulfat 
getrocknet und das Lésungsmittel verdampft. Der dlige Riickstand reichte fiir eine 
ganze Reihe von Gaschromatogrammen aus. 

Peptid A: Tetrapeptid, Zusammensetzung: 1 Gly, 1 Ala, 1 Val und 1 Phe. 
Gaschromatogramm: Gly-Ala; Ala-Val und Phe-Gly. Daraus folgt die Sequenz 
H-Phe: Gly -Ala-Val-OH. 

Peptid B: Tetrapeptid, Zusammensetzung: 2 Gly, 1 Ala, 1 Leu. Gaschromato- 
gramm: Gly-Gly; Ala-Gly und Gly: Leu. Nur das Peptid H-Ala-Gly-Gly-Leu-OH 
entspricht den gefundenen Dipeptiden. 

Peptid C: Tetrapeptid, Zusammensetzung: 2 Gly, 2 Ala. Gaschromatogramm: 
viel Ala-Gly und wenig Gly-Ala, aber kein Gly-Gly oder Ala-Ala. Nur die beiden 
folgenden Tetrapeptide kénnen die gefundenen Dipeptide liefern: 1. H-Ala-Gly- 
Ala: Gly-OH oder 2. H-Gly-Ala-Gly-Ala-OH. Beriicksichtigt man die gefundenen 
Mengenverhiltnisse®, was allerdings kein sicheres Kriterium ist, so wird man in 
erster Linie die Sequenz 1 in Betracht zu ziehen haben. Ergibt sich dann noch Ala 
als aminoendstandige Gruppe, so wird die Sequenz eindeutig. 

Peptid D: Pentapeptid, Zusammensetzung: 3 Gly, 1 Ala, 1 Leu. Gas- 
chromatogramm: (5 Tage hydrolysiert) Ala-Gly; Gly-Gly (wenig); Leu-Gly und 
Gly: Leu (Abb. 8). Ferner ist sehr wenig Gly: Ala vorhanden, dessen Bildung auf 
Cyclisierung von Ala-Gly zum entsprechenden Diketopiperazin und Wiederauf- 
spaltung zuriickgefiihrt werden muB. Bei Kenntnis der aminoendstindigen Amino- 
saure als Alanin sind die beiden Sequenzen 1. H-Ala-Gly-Gly-Leu-Gly-OH und 
2. H-Ala-Gly-Leu-Gly-Gly-OH méglich. 

Peptid E: Pentapeptid’, Zusammensetzung: 1 Ala, 2 Leu, 1 Tyr, 1 Val. 
Gaschromatogramm: (Hydrolyse 5 Tage) Ala- Leu und Leu-Val. Tyrosin-dipeptide 


8 Vgl. G. Braunitzer, Angew. Chem. 69, 189 [1957]. 

® Gly-Ala und Ala-Gly werden etwa mit gleicher Geschwindigkeit hydrolysiert 
(R. L. M. Synge, Biochem. J. 39, 351 [1945)). 

10 Dieses Peptid verdanken wir Herrn Prof. H. Zahn, Deutsches Woll- 
forschungsinstitut Aachen, vgl. H. Zahn u. N. H. La France, Liebigs Ann. Chem. 
680, 37 [1960]. 
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Abb. 8. Fraktogramm des Partialhydrolysates von H-Ala-Gly-Gly-Leu-Gly-OH. 
Saule 2 m O, Temp. 204°, Strémungsgeschwindigkeit 96 cm? He/Min. 


wurden bei der angewandten Temperatur von 205° nicht gefunden, da die Phe- 
nolische Hydroxylgruppe des Tyrosins nicht mit Diazomethan verithert worden 
war. Ist in dem Pentapeptid Tyrosin mittelstandig, so fehlen die beiden Dipeptide 
X-Tyr und Tyr-X. Ist Alanin nach der 2.4-Dinitrophenyl-Methode als amino- 
endstandig erkannt, so kann das Pentapeptid nur die Sequenz H-Ala- Leu: Tyr: 
Leu-Val-OH besitzen. 

Peptid F: Hexapeptid’, Zusammensetzung: 3 Gly, 2 Ala, 1 Tyr. Gas- 
chromatogramm: Viel Gly-Ala und wenig Ala-Gly. Wiederum wurden tyrosin- 
haltige Dipeptide nicht erfaBt (Temperatur der Saule 205°). Nur bei Kenntnis der 
beiden endstandigen Aminosauren als H-Gly- und -Ala-OH reduzieren sich die vielen 
Moglichkeiten der Sequenz auf die beiden Peptide 1. H-Gly-Ala-Gly- Tyr: Gly -Ala- 
OH und 2. H-Gly-Tyr-Gly-Ala-Gly-Ala-OH. 

Ein einstufiger Edman-Abbau® und die erneute Bestimmung der amino- 
endsténdigen Aminoséure wiirde zwischen den beiden Peptiden unterscheiden. 

Gelatine: Kaufliche Gelatine wurde zur Orientierung a) mit 10n HCl 3 Tage 
und b) mit 6n HCl 4 Tage bei 37° hydrolysiert. Die linke starke Bande im Gas- 
chromatogramm (Abb. 9) des 3-Tage-Hydrolysates ist Gly: Pro zuzuordnen, dessen 
Menge im 4-Tage-Hydrolysat bereits stark zuriickgegangen ist. 


Ausblick 


Die gaschromatographische Trennung und Identifizierung von Di- 
peptiden diirfte fiir die Sequenzanalyse von Peptiden von groBer Bedeu- 
tung werden, insbesondere wenn sie mit dem Abbau von langkettigen 
Peptiden zu kiirzerkettigen mittels enzymatischer Methoden gekoppelt 


Hoppe-Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie. 322 4 
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Abb. 9. Fraktogramm der N-TFA-Dipeptid-methylester eines Partialhydrolysates 
von Gelatine. 


1. 3 Tage mit 10n HCl bei 37°; 2.4 Tage mit 6n HCl bei 37°. Saule: 2m 0; 
Temperatur: 205°; Strémungsgeschwindigkeit: 40 cm* He/Min. 


wird. Wir hoffen, in absehbarer Zeit alle Kombinationen von Dipeptiden, 
von denen erwartet werden kann, daB sie gaschromatographiert werden 
kénnen, in Handen zu haben. Auch werden wir unsere Aufmerksamkeit 
solchen Aminosiuren bzw. Dipeptiden zuwenden, bei denen durch eine 
zusitzliche MaBnahme erst geniigend fliichtige Verbindungen erhalten 
werden kénnen, z. B. Tyrosin > O-Methyltyrosin mit Diazomethan, 
Cystein— Alanin mit Raney-Nickel. 

Fiir die hiufig zu erwartenden Seryl- oder Threonyl-dipeptide, die 
in der Hitze unter Wasserabspaltung zerfallen und mehrere Banden 
liefern, sollte die folgende Méglichkeit bestehen. Man kénnte durch Be- 
handlung des gesamten Peptidgemisches nach der Veresterung und Tri- 
fluoracetylierung durch kurzes Erwiirmen in methanolischer Salzsiiure 
nur die N-TFA-Reste von den Seryl- und Threonyl-peptiden abspalten", 
worauf diese als Hydrochloride beim Verteilen zwischen Essigester und 
Wasser in die wiBrige Phase gehen. Daraufhin kénnten sie in fliichtige, 
gaschromatographierbare Oxazolin-Verbindungen verwandelt werden. 
Vielleicht kann man auch Proteine oder durch enzymatischen Abbau 
erhaltene lingerkettige Peptide durch ein Dipeptidgaschromatogramm 


11 F . Weygand u. H. Rinno, Chem.Ber. 92, 517 [1959]. 
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charakterisieren, was fiir viele Probleme, z. B. Mutationsstudien, von 
Interesse sein kann. 
Die Untersuchungen werden fortgesetzt. 


Wir danken der Deutschen Forschungsgemeinschaft fiir ein Stipendium 
(B. K.) und dem Fonds der Chemischen Industrie fiir eine finanzielle Beihilfe. 


Zusammenfassung 


Viele N-TFA-Aminosaure-methylester und V-TFA-Dipeptid-methyl- 
ester lassen sich auf Silicon- und Polyestersiulen gaschromatographieren. 
Hierdurch ist nicht nur eine Trennung dieser beiden Substanzgruppen, 
sondern auch eine Identifizierung méglich, wodurch die Sequenzanalyse 
von Peptiden bedeutend erleichtert wird. Dies wird an mehreren syn- 
thetischen Peptiden demonstriert. Ferner wurde ein Diastereoisomeren- 
paar, N-TFA-L-Ala-L-Phe-OCH, und N-TFA-L-Ala-D-Phe-OCH, gas- 
chromatographisch getrennt. 


Summary 


Many N-TFA-aminoacid methyl esters and N-TFA-dipeptide 
methyl esters can be chromatographed on silicone and polyester gas 
chromatography columns. By this method, not only is a separation of 
these two groups possible but also their identification through which 
the sequence analysis of peptides is significantly facilitated. This was 
demonstrated on several synthetic peptides. Further a diastereoisomeric 
pair, N-TFA-L-Ala-L-Phe-OCH, and N-TFA-L-Ala-D-Phe-OCH, was 
separated by gas chromatography. 


Professor Dr. Friedrich Weygand, Organisch-Chemisches Institut der 
Technischen Hochschule, Miinchen 2, Arcisstrafe 21. 
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Polarographie niedrigmolekularer 
SH- und SS-Verbindungen 


Messung und Differenzierung katalytischer Wasserstoffwellen 
Von 
Walther Lamprecht, Sigmundur Gudbjarnason* und Hubert Katzlmeier 
Aus dem Organisch-Chemischen Institut der Technischen Hochschule Miinchen 
(Der Schriftleitung zugegangen am 20. Juli 1960) 


Herrn Prof. Dr. Ernst Waldschmidt-Leitz cum 65. Geburtstag gewidmet 


Polarographiert man schwefelhaltige niedrigmolekulare Verbindun- 
gen oder Proteine zuerst in ammoniakalisch gepufferter Lésung und dann 
nach Zusatz von Co?®-Ionen, so andert sich der Verlauf der Strom-Span- 
nungs-Kurve grundsitzlich. Der polarographische Kurvenverlauf zeich- 
net in diesem Fall sog. ,,katalytische Wasserstoffwellen“ auf}. 


Wie man annimmt, vermdégen derart katalytisch wirksame Kompo- 
nenten in Anwesenheit von Co?® die Uberspannung der Wasserstoffionen- 
Reduktion herabzusetzen; der ,,katalytische Effekt“‘ entsteht also im 
wesentlichen durch Reduktion von Wasserstoffionen aus dem Grund- 
elektrolyten, welche in Abwesenheit des Katalysators (Co?) erst bei viel 
negativeren Potentialen an der Quecksilber-Tropfelektrode reduziert 
werden kénnten. 

In der Messung von katalytischen Wasserstoffwellen haben wir eine 
brauchbare Methode zur Analyse SH- und SS-gruppenhaltiger Verbin- 
dungen oder Enzyme gefunden. Die Methode gestattet u. a. Natur oder 
Funktion prosthetischer Gruppen an Enzymen zu erkennen, spezielle 
sterische Verhiltnisse in schwefelhaltigen Aminosiuren oder anderen 
organischen Verbindungen darzustellen, wie sich auch damit in vielen 
Fallen enzymatische Reaktionsmechanismen durch Analyse der Aus- 
gangs-, Zwischen- und Endprodukte wihrend des Reaktionsablaufes ver- 
folgen lassen?. 

Die eigenen experimentellen Untersuchungen sollten auf solche 
niedrigmolekulare Verbindungen beschrinkt bleiben, die fiir die geplan- 


* Auszug aus der Dissertat. Sigmundur Gudbjarnason, Technische Hoch- 
schule, Miinchen 1959. 

1 J. Heyrovsky u. J. Babitka, Collect. Trav. chim. Tchécoslov. 2, 370 
[1930], zit. nach Chem. Zbl. 1931, I, 2177; R. Brditka, ebenda 5, 112 [1933], 
zitiert nach Chem. Zbl. 19838, IT, 96. 

2§. Gudbjarnason, Dissertation, Techn. Hochschule Miinchen 1959; 
H. Katzlmeier, Dissertation, Techn. Hochschule Miinchen 1960. 
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ten enzymatischen Messungen als Modellsubstanzen in Frage kommen. 
Messungen katalytischer Wasserstoffwellen von schwefelhaltigen Amino- 
siuren ergaben bereits starke und nicht erklirbare Diskrepanzen zu 
anderswo beschriebenen Ergebnissen. Es war deshalb nétig, anhand eines 
groBeren Versuchsmaterials Entstehung und Mechanismus der kataly- 
tischen Wellenfunktionen naiher zu untersuchen. 

Im Schrifttum wird grundsitzlich vom Auftreten nur einer kataly- 
tischen Wasserstoffwelle, einer sog. ,,Cysteinwelle“, berichtet; dieser 
ist bei der Vermessung von Proteinen eine sog. ,,Pranatriumwelle“ vor- 
gelagert. Wir haben aber gefunden?, da8 diese erste EiweiBwelle ver- 
schwindet, wenn die polarographische Messung eines Proteins bei 0° 
durchgefiihrt wird. Unter dieser Bedingung erscheint nur die zweite 
EiweiBwelle, eben die sog. ,,Cysteinwelle“. Wie wir aus unseren Ergeb- 
nissen sehen, kénnen auch die Befunde, wonach ausschlieBlich SH-Ver- 
bindungen einheitliche ,,Cysteinwellen“ zeigen, nicht richtig sein. Wir 
fanden, daB man bei der Polarographie katalytisch wirksamer Verbin- 
dungen in ammoniakalisch gepufferter Kobaltsalz-Lésung zwischen drei 
charakteristischen Kurvenbildern zu unterscheiden hat und die wir wie 
folgt definieren: a) eigentliche ,,katalytische Wasserstoffwellen“, b) ,,ka- 
talytische Wasserstoff-Stufen“ oder ,,SN-Stufen“‘ und c) ,,katalytische 
Wasserstoffkurven‘ oder sog. ,,S-Anstiege‘‘. Jedem charakteristisch aus- 
geprigten Kurvenzug ist jeweils eine definierte Molekilgruppierung zu- 
geordnet. 

Unsere Ergebnisse stehen auch im Widerspruch zu allen bisher mit- 
geteilten Theorien iiber die elektrochemischen Mechanismen bei der 
Polarographie katalytisch wirksamer Verbindungen, weil grundsiitzlich 
davon ausgegangen wird, die Herabsetzung der Wasserstoffionen-Re- 
duktion in ammoniakalisch gepufferter Kobaltsalz-Lésung sei ausnahms- 
los an Sulfhydryl- oder NH,-Gruppen gebunden. 


Methodik 


Die Messungen wurden mit einem automatisch registrierenden Polarographen 
der Fa. Radiometer, Kopenhagen, Modell PO 4, durchgefiihrt*. 

1m Puffer, py9,85: Zu 17,81 g NH,Cl, geliést in Wasser, werden 47,2 ml 25- 
proz. Ammoniak gegeben und auf 1 / aufgefiillt (pq-Kontrolle mit Glaselektrode). 
0,048m Kobaltsalz-Lésung: 1,14 g CoCl,-6H,O in 100 ml Wasser (Die End- 
molaritét an CoCl, in der Elektrolytlésung betragt 9,6-10—4m). 

MeBvorgang: In das Elektrodengefé8 (18 bis 20 ml Volumen) werden 
(14,7 ——a)ml Puffer pipettiert und etwa 5 Min. mit reinem, sauerstofffreiem Stick- 
stoff begast. Dabei wird im Hisbad auf 1—2° abgekiihlt. Dann gibt man 0,3 ml Ko- 
baltsalz-Lésung zu, hierauf x ml Probelésung (0,01 bis 0,75 ml); mit Stickstoff wird 
wihrend des gesamten MeBvorganges begast, dabei die Lésung gut vermischt. 

Startpunkt fir alle Messungen: —0,9 V. 

Einstellung des Geraites (Radiometer, Modell PO 4): Fiir simtliche 
Messungen gleichbleibend. 

Current Sensitivity: 50 uA iiber die Skalenbreite von 10—100 Skaleneinheiten 
(22,5 cm auf dem Registrierstreifen). 


* Lieferfirma: Kurt Hillerkus, Krefeld, Uerdinger StraBe 463. 
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Damping: Stufe 7. 
Set Zero: 50. 

Condensor current und Diffusion current (grob und fein): simtliche Nullstel- 
lung; Gesamt-Compensation = 0. 

A =0,1 V/cm; B = 4cm/Min.; AB = 0,4 V/Min. 

Hohe des Quecksilber-Niveaus: 50,0 cm. 

Glaskapillare: Etwa 0,05 mm; Tropfgeschwindigkeit etwa 1 Tr./3 Sek. 


Ergebnisse 


Kurve 0 der Abb. 1 zeigt das Polarogramm einer ammoniakalisch 
gepufferten Kobaltsalz-Lésung, die bei allen Messungen als Grund- 
elektrolyt- und Katalysator-Lésung diente. Das Maximum bei —1,45 V 
ist die Kobalt(II)-Reduktionsstufe*. Deren Lage kann je nach Zusatz 
katalytisch wirksamer Substanzen bis —1,3 V verschoben sein, dabei 
(in den meisten Fillen) stark gesenkt oder (in wenigen Ausnahmen) 
erhéht erscheinen. 


Katalytische Wasserstoffwellen 


Cystein, der einfachste Vertreter einer SH-Aminosiaure, zeigt bei 
der polarographischen Messung die bekannte katalytische Wasserstoff- 
welle (,,Brditka-Reaktion“). Die Lage dieser Welle ist nach unseren 
Messungen allerdings konzentrationsabhingig mit Maxima zwischen 
—1,75 und —1,80 V (Kurven la und Ib). 


Nach Brditka‘* und Heyrovsky’ soll Cystein durch seine SH- 
und NH,-Gruppen katalytisch wirksam sein; die Aminosaure wirke de- 
polarisierend an der Quecksilber-Tropfelektrode durch Herabsetzung der 
Wasserstoffiiberspannung, d. h. durch Erleichterung der Wasserstoff- 
entwicklung aus der Lésung. Nach Jensch*® kommt bei Anwesenheit 
von Co” im alkalischen Puffer nur die SH-Gruppe des Cysteins zur 
Wirkung. : 

Cystin liefert eine dem Cystein identische katalytische Welle 
(Kurve 2). Beim Potential —1,7 V ist nach Heyrovsky® bereits das 
gesamte Cystin an der Oberfliche der Tropfelektrode reduziert, so dab 
ab —1,7 V eigentlich nur Cystein katalytisch wirksam wird. Darum 
sollen Cystein und Cystin dann gleiche katalytische Wellenhéhen geben, 
wenn das molare Verhaltnis Cystein:Cystin = 2:1 ist. Die Kurven 1b 
und 2 zeigen auch ungefihre Ubereinstimmung, die Verhiltnisse diirfen 
aber nicht verallgemeinert werden. 


3 Definition nach M. v. Stackelberg u. Mitarbeitern, Z. Elektrochem., Ber. 
Bunsenges. physik. Chem. 62, 834, 839 [1958]. 

4 R. Brditka, Collect. Trav. chim. Tchécoslov. 5, 148 [1933]. 

5 J. Heyrovsky u. P. Zuman, Einfiihrung in die prakt. Polarographie, VEB 
Verlag Technik, Berlin 1959; dort zahlreiche Literaturangaben. 

6 W. Jensch, Dissertation Bonn 1953; zitiert nach M. v. Stackelberg in 
Houben-Weyl, Methoden d. organ. Chemie, Bd. III /2, 8. 334, Verlag G. Thieme, 
Stuttgart 1955. 
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Abb. 1. Polarogramme katalytisch wirksamer Substanzen in ammoniakalisch ge- 
pufferter Kobaltsalzlésung (lm NH,/NH,Cl-Puffer, pH9,85; 10-%m CoCl,). Die fiir 
die einzelnen Zusaitze angegebenen Mengen beziehen sich auf den 15-ml-Ansatz. 
0: Ohne Zusatz; 1: Cystein, 0,1 (a) bzw. 0,2 wMol (b); 2: Cystin, 0,1 wMol; 8: SS- 
Glutathion, 10 wMol; 4: Penicillamin, 0,1 uwMol; 5: S-Benzyl-penicillamin, 1 «Mol; 
6: Cystinyl-glycin*, 0,1 wMol; 7: Thioglykolsaure, 0,1 wMol; 8: Dithiodiglykolsaure, 
0,2 wMol; 9: Thiomilchsaure, 0,5 Mol; 10: Dithiodimilchsaure, 0,37 «Mol. 

Reduziertes Glutathion (,,SH-Glutathion“) hat nach Angaben der 
Literatur’ eine dem Cystein analoge katalytische Wasserstoffwelle bei 
—1,8 V. Wir kénnen dies nicht bestitigen. Wie spater gezeigt wird, 
liefert SH-Glutathion eine ,,katalytische Wasserstoffkurve“, ein Effekt 
auf die Herabsetzung der Wasserstoffionen-Reduktion, der verschieden 
von dem des Cysteins oder Cystins ist. 

Dagegen zeigt oxydiertes Glutathion (,,SS-Glutathion“) wieder das 
Bild einer typischen Wasserstoffwelle bei —1,7 V (Kurve 3). Dabei ist zu 
betonen, daB SS-Glutathion im Vergleich zu Cystin noch in etwa 100fach 
molarem UberschuB bedeutend weniger katalytisch wirksam ist. 

Von Interesse war das Verhalten einiger Derivate des Cysteins: 
Penicillamin hat die gleichen katalytischen Eigenschaften wie Cystein 
selbst (Kurve 4), der katalytische Effekt verliert sich nach Benzylierung 
der SH-Gruppe: S-Benzyl-cystein® oder S-Benzyl-penicillamin 
(Kurve 5) sind katalytisch wirkungslos. Cystinyl-glycin* weist nur 
mehr ein schwaches Maximum bei —1,80 V auf (Kurve 6). 


? M. Brezina u. P. Zuman, Die Polarographie in der Medizin, Biochemie u. 
Pharmazie, Akademische Verlagsgesellschaft, Leipzig 1956. 

8 E. R. Smith u. C. J. Rodden, J. Res. nat. Bur. Standards 22, 669 [1939], 
zit. nach Chem. Zbl. 1939, IT, 4040. 

* Oxydationsprodukt des Cysteinyl-glycins. 
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Wir haben gefunden, daB das Auftreten eines katalytischen Effektes 
an der Quecksilber-Tropfelektrode in Form einer katalytischen Wasser. 
stoffwelle nicht, wie angenommen wird, ausschlieBlich auf Cystein/Cystin 
oder Proteine*® beschrinkt ist. Aus unseren Versuchsergebnissen zeigen 
wir im folgenden Beispiele anderer Verbindungen, darunter auch SH- und 
SS-Verbindungen, welche bei der polarographischen Vermessung in 
ammoniakalischer Kobalt(II)-Salzlésung ebenfalls typische katalytische 
Wasserstoffwellen geben*: Thioglykolsiure und Dithiodiglykol- 
sijure zeigen ausgepragte katalytische Wellen mit Maxima bei —1,83 V 
(Kurven 7 und 8). Der polarographische Kurvenverlauf entspricht aber 
nicht dem von Cystein, da das Maximum weniger stark ausgeprigt er- 
scheint. In diesem Sinne bilden Thiomilchsiure und Dithiodi- 
milchséiure (Kurven 9 und 10) ausgeprigte Maxima bei —1,80 bzw. 
—1,83 V. Thioaipfelsaure hat aber wieder eine starke und charakte- 
ristische katalytische Welle, abhingig von der Konzentration in der 
MeBlésung zwischen —1,76 und —1,79 V (Kurve 11, Abb. 2). Das 
Maximum der Thioapfelsiure-Welle ist im Vergleich zur Cystein-Welle 
deshalb ausgepragter, weil das Minimum bei —1,91 V bzw. —1,93 V 
sehr tief zu liegen kommt. Die katalytische Welle von Disulfidbern- 
steinsaure erscheint bei —1,82 V (Kurve 12). 
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Abb. 2. Fortsetzung von Abb. 1. 11: Thioapfelsiure, 0,5 uMol; 12: Disulfidbern- 
steinsaure, 0,5 uMol; 18: Thioglykolsaure-athylester, 1 «Mol (a), nach 30 Min. (b); 
14: Glycerinaldehyd, 20 uMol (a), ohne Kobaltzusatz 50 uMol (b); 15: Dihydroxy- 
aceton, 25 uMol; 16 :Glycerinaldehyd, 50 uMol 4+- Glycin, 604Mol (a); Schiffsche Base 
aus Glycin und Glycerinaldehyd, 30 ~Mol (b); 17: 2.4-Dimercapto-pyrimidin, 5uMol. 


* An dieser Stelle werden nur einige Verbindungen beschrieben, die in den 
Rahmen dieser und der folgenden Untersuchungen gehéren. Die Ergebnisse der 
systematischen Untersuchungen folgen an anderer Stelle. 
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Interessanterweise zeigt Thioglykolsiure-ithylester im Gegen- 
satz zur freien Saéure keinen katalytischen Effekt. Nach langerem Stehen- 
lassen in der alkalischen MeBlésung bildet sich infolge Hydrolyse des 
Esters wieder die katalytische Welle der Siure bei —1,83 V aus (Kurven 
13a und 13b). Dagegen hat Cystin-dimethylester wieder katalytische 
Wirksamkeit, eine typische katalytische Wasserstoffwelle bildet der 
Ester jedoch nicht (vgl. Kurve 24, Abb. 4). 

Wiahrend aliphatische Aldehyde und Ketone (wie Formaldehyd, 
Acetaldehyd oder Aceton) keine katalytische Wirksamkeit haben, liefern 
Hydroxyaldehyde oder Hydroxyketone typische katalytische Wasser- 
stoffwellen. Als Beispiele werden Glycerinaldehyd und Dihydroxy- 
aceton gezeigt (Kurven 14a und 15). DaB die Glycerinaldehyd-Welle bei 
—1,72 V keine Reduktionsstufe* darstellt, zeigt die polarographische 
Messung des Aldehyds ohne Co*®-Zusatz (Kurve 14b). Die katalytische 
Welle des Aldehyds ist schmaler und spitzer als die Cysteinwelle, das 
folgende Minimum liegt tiefer. Nach Zugabe von Glycerinaldehyd (mono- 
mer) zu Glycin, welches selbst keine katalytische Wirksamkeit besitzt, 
erscheint ausschlieBlich die unverinderte Welle des Aldehyds (Kurve 16a). 
Eine aus Glycerinaldehyd und Glycin dargestellte Schiffsche Base 
(R,—N =CH—R,) ist dagegen katalytisch unwirksam (Kurve 16b). 

Wir nehmen deshalb an, daB im Glycerinaldehyd neben den Hydro- 
xylgruppen die Carbonylgruppe zur Auslésung des katalytischen Effektes 
verantwortlich zu machen ist; so ist Glycerinsdéure katalytisch wirkungs- 
los. Fiir diese Annahme sprechen ferner die Ergebnisse mit 2.4-Dimer- 
capto-pyrimidin: Die Verbindung zeigt, ahnlich wie Glycerinaldehyd, 
bei —1,74 V eine spitze katalytische Welle (Kurve 17). In diesem Fall 
wire, neben den N-Atomen des Pyrimidins, der Thionylgruppe die 
katalytische Wirksamkeit zuzuschreiben. DaB beim pu der MeBlésung 
(9,85) tatsichlich das 2.4-Dimercapto-pyrimidin noch teilweise als 
Thioketon vorliegt, beweisen spektrophotometrische Messungen. In 
0,ln NaOH besitzt 2.4- 8 
Dimercapto-pyrimidin ein 
Extinktions-Maximum bei 
268 mu, in 0,ln HCl da- 
gegen bei 280 mu. Das UV- 
Spektrum der gleichen Sub- 
stanzmenge in der (bei 
der Polarographie) verwen- 
deten NH, /NH,Cl-Puffer- 
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Abb. 3. 
UV-Spektrum von 2.4-Dimer- 
capto-pyrimidin (2°10-5m) in 
0,1n HCl (a), 0,ln NaOH (b) 
baw. 1m NH,/NH,Cl-Puffer, py & 
9,85, Schichtdicke d= 1 cm. Ss 
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lésung (px 9,85) zeigt ein Doppelmaximum (Abb. 3). Dieser Versuch zeigt 
zugleich, daB die Messung katalytischer Wasserstoffwellen eine brauch- 
bare Methode zum Studium von Keto-Enol-Gleichgewichten sein kann. 
Keine katalytischen Effekte auf die Wasserstoffionen-Reduktion 
haben — neben den bereits erwihnten aliphatischen Aldehyden, Ketonen 
oder Schiffschen Basen — alle bisher von uns vermessenen aliphatischen 
Fettsiuren, a- und £-Hydroxyfettsiuren oder Ketosiuren (wie Apfel- 
siure, Weinsiure, Brenztraubensiure, Hydroxybrenztraubensiure, Milch- 
siiure u. a.), ebenso Thioester mit der Gruppierung —CS—OC,H,. 


Katalytische Wasserstoffstufen 


Bei der polarographischen Vermessung von Thioaithanolamin wire 
nach den heutigen Vorstellungen iiber die Funktion katalytisch wirk- 
samer Verbindungen auf die Quecksilber-Tropfelektrode das Auftreten 
einer katalytischen Wasserstoffwelle zu erwarten. Analog dem Verhalten 
von Cystein sollte nach der Theorie von Brdicka*, Heyrovsky® oder 
Jensch® eben durch diese SH- und NH,-Gruppen der gleiche Effekt aus- 
gelést werden. Entgegen dieser Annahme haben wir festgestellt, daB Thio- 
iithanolamine und dazu analoge Verbindungen nicht in der Lage sind, auf 
die Herabsetzung der Wasserstoffionen-Reduktion wie Cystein zu 
wirken. : 

Abhingig von ihrer Konstitution tritt bei dieser Verbindungsklasse 
ein typisches und bisher nie beschriebenes polarographisches Kurvenbild 
in Erscheinung, das die Form einer Stufe besitzt. In Anlehnung an den 
Begriff ,,katalytische Wasserstoffwelle‘‘ nennen wir diese Kurvenbilder 
,katalytische Wasserstoffstufen oder ,,katalytische SN-Stu- 
fen‘ (aus Griinden, die in der Diskussion dargelegt werden). 

Cysteamin selbst (Thioithanolamin) hat eine relativ geringe, 
wenn iiberhaupt katalytische Wirksamkeit auf die Wasserstoffiiber- 
spannung. Im Polarogramm erscheint aber die erwihnte und die fiir dic- 
sen Verbindungstyp charakteristische ,,katalytische Wasserstoffstufe“ 
bei —1,7 V (Kurve 18a; Abb. 4). Waihrend des MeBvorgangs farbt sich 
trotz Abwesenheit von Sauerstoff die Lésung von Kobalt(II)-Ammoniak- 
Puffer und Cysteamin mit der Zeit rotbraun [Kobalt(II)-Ammin-Kom- 
plex]; mit der Vertiefung der Farbe steigt gleichzeitig die Hohe der katalyti- 
schen Stufe an (Kurve 18b). Auch N-Acetyl-cysteamin und N.S-Di- 
acetyl-cysteamin liefern charakteristische katalytische Wasserstoff- 
stufen bei —1,7 V (Kurven 19 und 20). Ihre Héhe ist — ebenso wie bei 
Cysteamin — konzentrationsabhingig und abhingig von der Farbtiefe 
der Lésung; auch die acetylierten Derivate des Cysteamins verfiarben sich 
beim Stehenlassen ihrer Lésung in Kobalt(II)-Ammoniak-Puffer mit 
der Zeit. 

Reine Coenzym-A-Priaparate zeigen wie Cysteamin katalytische 
Wasserstoffstufen bei —1,65 V (Kurven 2la und 21b), deren Hohe mit 
der Zeit aber nicht verindert wird. 
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Abb. 4. Fortsetzung von Abb. 1. 18: Cysteamin, 75 uMol nach 5 Min. (a), nach 

15 Min. (b); 19: N-Acetyl-cysteamin, 30 «Mol; 20: N.S-Diacetyl-cysteamin, 50 uMol; 

21: Coenzym A, 1 mg(a), 3 mg (b); 22: Cysteinyl-glycin, 0,3 wMol; 28: S-Acetyl-glu- 

tathion, 50 wMol (a), nach 30 Min. (b); 24: Cystin-dimethylester, 0,1 «Mol (a), nach 
45 Min. (b). 

Wahrend Cysteinyl-glycin analog dem Cysteamin eine kataly- 
tische Stufe liefert (Kurve 22), ist S-Benzyl-cysteinyl-glycin kata- 
lytisch wirkungslos. 

S-Acetyl-glutathion ist katalytisch wirksam und liefert eine 
katalytische Stufe bei —1,7 V; infolge alkalischer Hydrolyse bildet sich 
nach einiger Zeit der fiir SH-Glutathion typische Kurvenverlauf aus 
(s. S. 60) (Kurven 23a und 23b). 

Cystin-dimethylester zeigt ebenfalls bei der polarographischen 
Messung das Bild einer katalytischen Wasserstoffstufe (Kurve 24a); 
nach langerem Stehenlassen in der ammoniakalischen Lésung erscheint, 
mit der Geschwindigkeit der Esterhydrolyse, die katalytische Wasser- 
stoffwelle von Cystin (Kurve 24b). 


Katalytische Wasserstoffkurven 


Nach den Angaben der Literatur’ soll reduziertes Glutathion bei 
der polarographischen Messung in Co?®/Ammoniak-Puffer eine dem Cy- 
stein gleiche katalytische Wasserstoffwelle aufweisen. Mit Praparaten 
verschiedensten Reinheitsgrades und verschiedenster Herkunft konnten 
wir nie das Auftreten derartig beschriebener ,,Cysteinwellen“ am Tri- 
peptid sehen. SH-Glutathion ist wohl katalytisch wirksam, der Effekt auf 
die Herabsetzung der Wasserstoffionen-Reduktion ist aber verschieden 
von dem des Cysteins oder Cystins. 
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Reduziertes Glutathion liefert im Polarogramm ein Kurvenbild, wel- 
ches man als ,,steilen konvexen Kurvenanstieg‘‘ bezeichnen kann. Der 
katalytische Effekt setzt beim Potential —1,5 V ein (Kurve 25, Abb. 5). 
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Abb. 5. Fortsetzung von Abb. 1. 25: SH-Glutathion, 10 ~Mol; 26: SH-Glutathion, 
2,5 uMol + SS-Glutathion, 10 uMol; 27: Monothioglykol, 3 ~Mol; 28: 2.3-Dimer- 
capto-propanol-(1) (BAL), 2 uMol; 29: «-Liponsiure (reduziert), 0,2 (a) bzw. oxy- 
diert (b) 0,2 uMol; 80: Athylmercaptan, 50 «Mol; 31: Diathyldisulfid, ca. 20 uMol; 
82: B-Mercapto-propionsaure, 10 uMol; 88: Dithiodihydracrylsiure, 3 uMol; 34: 
Cystamin-tetraessigsiure, 0,5 «Mol; 35: Thiazolin (unsubstituiert), 3 ~Mol. 


Form und Hohe des ,,Kurvenanstieges“ (~A-Zahl) ist charakteristisch fiir 
SH-Glutathion, ist aber, wie nachfolgend gezeigt, nicht nur auf das Tri- 
peptid beschrinkt. Wird die jeweilige Konzentration an SH-Glutathion 
gegen die Kurvenhéhe bei —1,70 V aufgetragen, so erhalt man eine Eich- 
kurve zur Konzentrationsbestimmung’*. 

Hiermit liegt also eine Verbindungsklasse vor, welche weder wie 
Cystein oder Cystin katalytische Wasserstoffwellen, noch wie Thio- 
aithanolamine katalytische Wasserstoffstufen liefert. Da dieser Effekt 
auf die Wasserstoffionen-Reduktion unseres Wissens nicht beschrieben 
ist, nennen wir solche polarographischen Kurvenbilder, wie sie dem SH- 
Glutathion entsprechen und welche in ihrer Form sog. ,,steile konvexe 
Kurvenanstiege“ darstellen, ,katalytische Wasserstoffkurven® 
oder ,,S-Anstiege“ (vgl. Diskussion). 

Ein Gemisch von SH- und SS-Glutathion im molaren Verhiiltnis 
1:4 liefert ein zusammengesetztes Kurvenbild der entsprechenden Wel- 
lenhéhe von SS-Glutathion und Kurvenhéhe von SH-Glutathion (Kurve 
26). Oxydiertes Glutathion ist also unter den Versuchsbedingungen der 


* §. Gudbjarnason, Diplom-Arbeit, Techn. Hochschule Miinchen 1957. 
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Messung stabil. Wiirde namlich die SS-Briicke des Glutathions aufge- 
spalten, so miiBte statt der auftretenden Welle ausschlieBlich der steile 
Kurvenanstieg des SH-Glutathions erscheinen. 


Monothioglykol und Dithioglykol liefern polarographische 
Kurvenbilder, welche véllig dem Kurvenverlauf von SH-Glutathion ent- 
sprechen (Kurve 27). Der Effekt, der zum Anstieg der katalytischen 
Wasserstoffkurve fiihrt, setzt ebenfalls bei —1,5 V ein. 


Obwohl das Molekiil des 2.3-Dimercapto-propanol-(1) (BAL) 
zwei freie Sulfhydrylgruppen besitzt, zeigt es keine katalytische ,,Cy- 
steinwelle‘‘, sondern eine katalytische Wasserstoffkurve bei —1,5 V 
(Kurve 28). 


Reduzierte «-Liponsaiure (Kurve 29a) hat die katalytische Wirk- 
samkeit wie Monothioglykol. Nach der Oxydation mit Jod zeigt die Di- 
sulfidform iiberhaupt keinen katalytischen Effekt mehr (Kurve 29b). 


Athylmercaptan und Diathyldisulfid besitzen ebenfalls cha- 
rakteristische Wasserstoffkurven (Kurven 30 und 31). Wegen der 
Schwerléslichkeit des Disulfides kénnen keine exakten Konzentrations- 
angaben gemacht werden. 


B-Mercapto-propionsiure und Dithiodihydracrylsiure 
liefern keine katalytischen Wellen, sondern katalytische Wasserstoff- 
kurven (Kurven 32 und 33). Auch Cystamintetraessigsaure zeigt 
den konvexen Kurvenanstieg (Kurve 34). 


Die Frage, weshalb SH-Glutathion keine dem Cystein entsprechende 
katalytische Welle liefert, kann durch folgende Untersuchungsergebnisse 
befriedigend erklart werden. Es wire zu erwarten gewesen, daB dem Tri- 
peptid ein dem Cysteinyl-glycin (Kurve 22) ahnlicher Kurvenverlauf zu- 
kommt. Nach dem Auftreten des beschriebenen, davon aber giinzlich an- 
dersartigen Kurvenbildes haben wir das Verhalten von SH-Glutathion 
in der ammoniakalischen Kobaltsalzlésung untersucht. Wir fanden, daB 
das UV-Spektrum von SH-Glutathion in Co?®-Ammoniak-Puffer (pu 
9,85) praktisch identisch ist mit dem von Thiazolin, wenn dieses unter 
den gleichen Bedingungen gemessen wird (Glutathion Amax = 288 my, 
Thiazolin Amax = 285 mu) und wonach Thiazolin den gleichen polaro- 
graphischen Kurvenverlauf wie SH-Glutathion liefert (Kurve 35). 


SH-Glutathion gibt in Ammoniak-Puffer (px 9,85) mit Nitroprussid- 
natrium die bekannte und relativ bestandige Violettfarbung, jedoch nur 
dann, wenn keine Co?®-Ionen enthalten sind. Ein Co?®-Ionenzusatz zu 
dieser Farblésung 14Bt die Violettfirbung momentan verschwinden. 
Thiazolin gibt mit Nitroprussidnatrium in Ammoniak- und in Co(II)- 
Ammoniak-Puffer (p21 9,85) die gleiche und schnell wieder verschwindende 
rotviolette Farbreaktion. Aus diesen Ergebnissen schlieBen wir, daB SH- 
Glutathion in Ammoniakpuffer (px 9,85) durch Anwesenheit von Co”® 
einen intramolekularen RingschluB unter Ausbildung des Thiazolin- 
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ringes nach Wasserabspaltung erleidet, eine analoge Reaktion, die vom 





Tripeptid in saurer Lésung bekannt ist?: 





0 OH 
I R,—_C—N 
R,—C—NH Co%® Bo a H,O - | 
H == — S HC—R, 
8 BD-e, “EP S HC—R, Fs 
"ae haar CH, 
CH, CH, 


Sree R,=—CO—NH—CH,—COOH 


NH, 


Umsetzungen der SH-Gruppe mit p-Chlormercuri-benzoat 
p-Chlormercuri-benzoat (PCMB) ist nach Boyer?® ein spezifisches 
Reagenz zur quantitativen spektrophotometrischen Bestimmung freier 
Sulfhydrylgruppen, da die UV-Absorption dieses Reagenzes zwischen 
230 und 280 my in Gegenwart von SH-Gruppen stark anwichst (vgl. 


1. o.34): 


R—SH + Cl-Hg-C,H,-CO,H ——- R—S-Hg-C,H,:CO,H + H® + cle 

Nach Zugabe von PCMB zu Cystein sinkt die katalytische Wasser- 
stoffwelle der Aminosaure bei —1,80 V momentan ab, zugleich erscheint 
eine neue, mehrins Positive verschobene Welle bei —1,72 V (Kurven 36a 
und 36b, Abb. 6). Die Héhe dieser Welle verindert sich auch bei groBem 
PCMB-UberschuB nicht mit der Zeit. 
































£0, 
i 
- / 
Ei) Vy 
/ 
Y ba 
/ 
| Vi 
20 A 7 j 
\ Tei! 
N | tA 
i YL Bey 
r] \a Ly B6DN/ 
10 if Z 
y 
LD 
10 15 
/—a_ 


p-Chlormercuri-benzoat selbst hat in 
Kobaltsalz-Lésung keinen EinfluB auf die 
Wasserstoffionen-Reduktion; es erscheint 
ausschlieBlich die Kobalt-Reduktionsstufe. 

Bei der Umsetzung von SH-Gluta- 
thion mit PCMB wird deutlich, daB die 
bei der Reaktion mit Cystein entstehende 
(neue) katalytische Welle tatsichlich der 
S-Hg-Bindung zugeordnet ist : Der konvexe 
Anstieg der katalytischen Wasserstoffkurve 
des SH-Glutathions verschwindet nach 
PCMB-Zusatz vollig, bei —1,7 V tritt dafiir 
wie beim Cystein eine Welle, die der PCMB- 





Abb. 6. Fortsetzung von Abb. 1. 36: Cystein 
0,2 uMol (a) + PCMB4uMol (b); 87: SH-Gluta- 
thion 5 uMol (a) + PCMB 7 uMol (b). 


® M. Calvin, Symposium on Glutathione, Academic Press Publ., New York 


1954. 


10 P. D. Boyer, J. Amer. chem. Soc. 76, 4331 [1954]. 


11 K. Wallenfels u. H. Sund, Biochem. Z. 829, 17 [1957]. 
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Glutathion-Verbindung, auf (Kurven 37a und 37b, Abb. 6). Ein Vergleich 
der Wellenhéhen — unter Beriicksichtigung der molaren Konzentrationen 
— zeigt allerdings, daB die Cysteinverbindung katalytisch viel wirksamer 
ist als die des reduzierten Glutathions. Da, wie wir annehmen, SH-Gluta- 
thion in Co?®-Ammoniak-Puffer als Thiazolinderivat vorliegt, muB zur 
Bildung der PCMB-Glutathion-Verbindung der Thiazolinring unter 
Wasseraufnahme gedffnet werden. 

Die katalytischen Effekte von Monothioglykol oder 2.3-Dimer- 
capto-propanol bleiben nach PCMB-Zusatz aus. Die Reaktionspro- 
dukte haben in den meBbaren Potentialbereichen keine katalytische 
Wirksamkeit, obwohl die Sulfhydrylgruppen vollstandig mit PCMB 
reagieren, wie aus der Zunahme der UV-Absorption bei 253,7 my her- 
vorgeht. 


Diskussion 


Uber die elektrochemischen Vorginge bei der Polarographie von 
SH-Verbindungen in ammoniakalischer Kobaltsalzlésung existieren meh- 
rere Theorien. Allgemein nimmt man an, die katalytisch wirksame Kom- 
ponente von Substanzen, die in der Pufferlésung die Wasserstoffiiber- 
spannung herabzusetzen vermégen, sei ausnahmslos die Sulfhydryl- 
gruppe selbst. Letztere kénne auch bei Anwesenheit von Disulfidgruppen 
durch Reduktion bei positiveren Potentialen entstehen, d. h. also noch 
vor dem eigentlichen katalytischen Vorgang gebildet werden. 

Brditka” postuliert fiir den Mechanismus der Wasserstoffionen- 
Reduktion in gepufferter Lésung folgenden, durch SH- bzw. SS-gruppen- 
tragende Verbindungen katalysierten Verlauf: Der primar an der Elek- 
trode abgeschiedene atomare Wasserstoff reagiert mit dem Wasserstoff- 
ion der Sulfhydrylgruppe — welche man sich als Dipol vorstellen mu8 — 
bedeutend schneller als mit dem im Hydroxoniumion befindlichen Was- 
serstoffion. Der geniigende Vorrat an Wasserstoffionen aus der gepuffer- 
ten Lésung erméglicht eine schnelle Neubildung an SH-Gruppen: 


ee a Ep 
i 2h «na 
A® +H® -——- HA 
Auf Grund dieser Vorstellungen wird von Brdiéka, sowie von 
Klumpar® eine empirisch ermittelte mathematische Beziehung zwi- 
schen katalytischer Wellenhéhe und Konzentration der zu analysieren- 
den SH-Verbindung angegeben. 
Auch nach Stromberg" sind fiir die Erniedrigung der Wasserstoff- 
iiberspannung allein Sulfhydrylgruppen verantwortlich. Mit Thiolen bil- 


2 R. Brditka, Collect. Trav. chim. tchéques 11, 614 [1939]; Chem. Listy 
Vedu Primysl 84, 59 [1940]; Research 1, 25 [1947]; Proc. I. Internat. Polarogr. 
Meeting, Prague 1951, Band III, S. 286. 

13 J. Klumpar, Collect. Trav. chim. Tchéchoslov. 18, 11 [1948]. 

4 A. G. Stromberg, J. physic. Chem. (U.S.S.R.) 20, 409 [1946], zit. nach 
Chem. Abstr. 40, 6945, [1946]. 
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den sich nach Adsorption am reduzierten Kobalt koordinative Kobalt. 
Schwefel-Komplexe; die Geschwindigkeit der katalytischen Reaktion 
und hiermit auch die GréBe des katalytischen Stromes wiirde dann durch 
die Regeneration der Sulfhydrylgruppen bestimmt. 

Dagegen setzen Mairanowski und Nejman?> voraus, daB der 
katalytische Effekt der Sulfhydrylgruppe nur durch deren ionisierte 
Form —SH$ verursacht sei, aus welcher das Wasserstoffion an der 
Elektrode schneller und daher mit geringerer Uberspannung reduziert 
werden kénnte als das aus dem Grundelektrolyten. 

Die vorliegenden polarographischen Messungen mit den verschieden. 
sten SH- und SS-Verbindungen zeigen, dafi die in einer Verbindung vor- 
handenen SH- oder SS-Gruppen je nach Konstitution des Molekiils und 
je nach Nachbarschaft anderer funktioneller Gruppen verschieden stark 
ausgeprigte katalytische Effekte auf die Herabsetzung der Wasserstoff- 
ionen-Uberspannung in gepufferter Kobaltsalz-Lésung ausiiben. Man 
kann also keinesfalls, wie man annimmt, allen SH-Verbindungen einen 
einheitlichen Effekt auf die Wasserstoffionen-Reduktion zuschreiben. 


Katalytisch wirksam sind nach unserer Auffassung iiberhaupt nur 
solche Verbindungen, die zu einer Komplex-Bildung mit Co® befahigt 
sind. Auf die Isolierung derartiger Komplexe haben wir vorlaufig noch 
verzichtet; sie bleibt spiteren Untersuchungen vorbehalten. Die Ergeb- 
nisse weisen jedoch zwingend auf die Existenz zahlreicher, bisher noch 
unbekannter Komplexe und Innerkomplexe mit Kobalt(II) hin. Einer 
Diskussion iiber den Mechanismus der elektrochemischen Vorgiinge an 
der Quecksilber-Tropfelektrode mu8 zwangsliufig solange ein spekulativer 
Charakter anhaften, bis Komplexe dieser Art tatsichlich isoliert worden 
sind. Andererseits zeigen diese Untersuchungen, da8 keine der heutigen 
Theorien und Vorstellungen iiber Entstehung und Funktion katalytischer 
Wasserstoffwellen den tatsichlichen Verhiltnissen gerecht wird. 

Wir nehmen also an, nur an der Grenzfliche des Quecksilbertropfens 
adsorbierte Komplexe mit Co” stellen die eigentlichen Katalysatoren dar, 
die auf die Herabsetzung der Wasserstoffionen-Reduktion wirken. Je 
nach Komplextyp treten verschiedene Effekte in Erscheinung und wir 
haben zwischen drei polarographischen Kurvenbildern zu unterscheiden: 

a) den eigentlichen katalytischen Wasserstoffwellen, b) den katalytischen 
Wasserstoffstufen und c) den katalytischen Wasserstoffkurven. 


Sulfhydryl- bzw. Disulfidgruppen allein fiihren bei der polarographi- 
schen Messung in Ammoniakpuffer zu katalytischen Wasserstoffkurven 
(Beispiele: Monothioglykol, Dithioglykol, Athylmercaptan, Diathy]l- 
disulfid, BAL, Thiazolin, «-Liponsiure). Solche Kurvenbilder sind unse- 
res Wissens nie beschrieben worden. Weil in diesen Fallen ,,funktionell“ 
tatsichlich nur SH- bzw. SS-Gruppen wirksam sein kénnen — auch 
wegen der Kurvenform des Polarogrammes, eines typischen ,,konvexen 


15 §. G. Mairanowski u. M. B. Nejman, Ber. Akad. Wiss. UdSSR 87, 805 | 


[1952]. 
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Kurvenanstieges‘‘ — nennen wir katalytische Wasserstoffkurven ebenso 
»s-Anstiege“. 

Eine reine Salzbildung zwischen Co?® und Carboxylgruppen fiihrt 
nicht zu einem katalytischen Effekt; Beispiele dafiir sind Fettsiuren, 
Hydroxyséuren oder Ketosiéuren. Aldehyde oder Ketone sind ebenfalls 
katalytisch wirkungslos; dagegen zeigen Hydroxyaldehyde und Hydroxy- 
ketone (wie Glycerinaldehyd oder Dihydroxyaceton) ausgeprigte kata- 
lytische Wasserstoffwellen. Wir miissen dieses Verhalten auf die Bildung 
von Innerkomplexen des Co®® mit OH- und CO-Gruppen zuriick- 
fihren. Diese Ansicht wird durch folgende Eigenschaften von «-Mercapto- 
und Dimercaptosiuren unterstiitzt: einmal bilden diese Verbindungen 
charakteristische katalytische Wasserstoffwellen, zum anderen sind tat- 
sichlich Innerkomplexe des Co?® mit «-Thiosaéuren in der Literatur be- 
schrieben?®, 

Auf Grund unserer Ergebnisse fordern wir also beim Auftreten kata- 
lytischer Wasserstoff wellen immer die Entstehung von Innerkomplexen 
von Co?® mit SH- bzw. SS-Gruppen und anderen funktionellen Gruppen, 
in diesem Falle zwischen SH- oder SS-Gruppen und den COOH-Gruppen. 
Schaltet man das Komplexbildungsvermégen bspw. von «-Mercapto- 
und Dimercaptosiuren durch Veresterung der Carboxylgruppe aus, so 
verschwindet, wie wir gezeigt haben, der katalytische Effekt. Bei f- 
Mercaptosiuren scheint allerdings keine Komplexbildung zwischen SH- 
Gruppen und COOH-Gruppen stattzufinden. In diesen Fallen kommt an 
der Hg-Tropfelektrode nur die freie Sulfhydrylgruppe zur Wirkung, so 
daB f-Mercaptosiuren katalytische Wasserstoffkurven (,,S-Anstiege‘‘) 
analog den ,,reinen‘‘ Sulfhydrylverbindungen liefern. 

Wenn wir von unserer Forderung ausgehen, da8 nur Innerkomplexe 
von Co?® mit SH- bzw. SS-Gruppen und anderen funktionellen Gruppen 
des Molekiils wirksam sind, werden fiir die Frage nach der Entstehung 
katalytischer Wasserstoffwellen die Verhaltnisse beim Cystein bzw. Cy- 
stin und seinen Derivaten besonders iibersichtlich. Diese Verbindungen 
liefern ausnahmslos charakteristische katalytische Wasserstoffwellen 
(bekannt als ,,Cysteinwellen‘‘). Theoretisch denkbar sind drei Arten von 
Chelatkomplexen des Co?® mit der Aminosiéure1*: Einmal die Bindung des 
Zentralions mit NH,- und -COOH, zum anderen mit -NH, und SH- bzw. 
SS- und zum dritten mit SH- bzw. SS- und -COOH. DaB zur katalytischen 
Wirksamkeit, wie auch in diesen Beispielen, immer Sulfhydryl- bzw. Di- 
sulfidgruppen ndétig sind, geht aus den Versuchen hervor, wonach bei 
Benzylierung der SH-Gruppe die katalytische Wirksamkeit verschwindet. 
Eine eventuell (theoretisch) mégliche Komplexbildung des Co?® mit NH,- 
und COOH-Gruppen kann demnach fiir die Entstehung von katalytischen 
Wasserstoffwellen nicht verantwortlich sein. Nicht schwefelhaltige 
Aminoséuren haben deshalb auch keinerlei katalytische Effekte. 


16 M. P. Schubert, J. Amer. chem. Soc. 58, 3851 [1931]; weitere Literatur 


13.G. Gorgin, J. E. Spessard, G. A. Wessler u. J. P. Oliver, J. Amer. chem, 
} Soc. 81, 3193 [1959]. 
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Schaltet man die COOH-Gruppe im Cystin durch Veresterung aus, 
dann erscheint im Polarogramm anstelle einer Welle das Kurvenbild der 
katalytischen Wasserstoffstufe. Freies Cystein und Cystin wirken also 
ebenfalls auf die Herabsetzung der Wasserstoffionen-Reduktion nur in 
Form eines Innerkomplexes des Co?® mit SH- bzw. SS- und der COOH- 
Gruppe. 

Sind den SH- oder SS-Gruppen Aminogruppen benachbart, so ent- 
steht der Kurvenverlauf der von uns erstmals beschriebenen katalyti- 
schen Wasserstoffstufe (Beispiele sind Cysteamin, Cystin-dimethyl- 
ester, Cysteinyl-glycin); die Aminogruppe kann substituiert sein (N- 
Acetyl-cysteamin, Coenzym A). Fiir die Entstehung katalytischer Was- 
serstoffstufen muB man daher Innerkomplexe des Co?® mit SH- baw. SS- 
und NH,- oder NH-Gruppen verantwortlich machen. 

Wir nennen auch deshalb — dem polarographischen Kurvenbild ent- 
sprechend — katalytische Wasserstoffstufen ,,SN-Stufen‘, weil als 
,funktionelle Gruppen“ nur Schwefel- und Stickstoffatome in diesen 
Verbindungen zur Wirkung kommen. 

Unberiicksichtigt blieb bisher das katalytische Verhalten von SS. 
Glutathion, welches sich nicht in den Rahmen dieser Feststellungen ein- 
zufiigen scheint. Es wire zu erwarten, daB SS-Glutathion bei der polaro- 
graphischen Messung die katalytische Wasserstoffkurve des reduzierten 
Tripeptids liefert, zumal da der SS-Briicke im Molekiil nicht unmittelbar 
Carboxyl-Gruppen benachbart sind. Dagegen besitzt das oxydierte Tri- 
peptid eine ausgeprigte katalytische Wasserstoffwelle (Kurve 3), ver- 
gleichbar mit Cystin oder Dithiodiglykolsiure. Gerade dieses Beispiel 
zeigt, daB die stereochemische Konstellation einer Verbindung — hier 
also die von reduziertem Glutathion einerseits und die der oxydierten 
Form andererseits — bei der Polarographie nicht unberiicksichtigt blei- 
ben darf. Nach Brditka’® kann eine SS-Gruppe auf die Wasserstoff- 
iiberspannung erst dann wirksam werden, wenn die bei positiveren Po- 
tentialen erfolgende Reduktion zu Sulfhydrylgruppen vorangegangen ist. 
Wenn diese Annahme richtig ist, wire aber eben der Kurvenverlauf von 
SH-Glutathion (steiler Anstieg der Stromspannungs-Kurve) zu erwarten. 

Wenn man nun die stereochemischen Verhiltnisse beim Glutathion 
betrachtet, kommt man zu folgenden Feststellungen: In einem offenket- 
tigen Disulfid erwartet man freie Drehbarkeit um die Achse der SS-Bin- 
dung. Warmekapazititsmessungen an Dimethyldisulfid und Diithyl- 
disulfid deuten auf eine Behinderung der freien Drehbarkeit zur copla- 
naren Stellung mit einer Energieschwelle von 10—15 kcal!” (Winkel zwi- 
schen den C-S-Bindungen =180°). 

Die Geometrie eines C-S-S-C-Systems weicht davon ab, sie ist in 
Abb. 7 dargestellt. Einer der méglichen Griinde fiir die Behinderung der 


17 D. W. Scott, H. L. Finke, M. E. Gross, G. B. Guthrie u. H. M. Huff- 
man, J. Amer. chem. Soc. 72, 2424 [1950]; D. W. Scott, H. L. Finke, J. P. 
McCullough, M. E. Gross, R. E. Pennington u. G. Waddington, ebenda 74, 
2478 [1952]. 
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freien Drehbarkeit der S-S-Bindung ist ein Uberlappen der p,-Orbitals 
der beiden Schwefelatome. Die stabile Konfiguration ist dann das Di- 
sulfid mit einem Winkel von 90° zwischen den C-S-Bindungen. Versucht 
man, auf Grund der in Abb. 7 angegebenen Daten die riumliche Struktur 
von oxydiertem Glutathion zu zeichnen, so ergibt sich als eine der még- 
lichen Formen die in Abb. 8 dargestellte Geometrie. Das eine Glutathion- 
Molekiil liegt in der Papierebene, das zweite senkrecht dazu. Damit wird 
die unmittelbare Nachbarschaft einer Carboxylgruppe an eine Disulfid- 
gruppe méglich. Die katalytische Wirksamkeit von SS-Glutathion kann 
somit — wie in allen gezeigten Beispielen von Disulfiden — durch Kom- 
plexbildung des Co®® mit SS- und COOH-Gruppen erklart werden. 





|-— 204 —»| |<— 1874 —s} "Pre 


Abb. 7. Geometrie des C-S-S-C-Systems nach 1. c.!? (p,z bzw. poz: Orbitals der 
Schwefelatome). 


Q@ = Saverstoff 


=Kohlenstoft 
=Schwefel 


= Stickstoff 





Abb. 8. Postuliertes Raum-Modell des oxydierten Glutathions. 
R = —NH-CO-CH,-CH,:CH(NH,):CO,H; R’ = Glutathionrest. 


Das verschiedene Verhalten von SH- und SS-Glutathion bei der 
Polarographie deutet daraufhin, daB die elektrochemischen Vorginge an 
der Tropfelektrode, insbesondere in Bezug auf die bei Wasserstoff-Ab- 
scheidung auftretenden Stréme, bei der reduzierten und bei der oxydier- 
ten Form unterschiedlicher Natur sein miissen. Die Ansicht Brditkas* 
und Heyrovsk7s*, wonach das gesamte Cystin beim Potential —1,7 V 
an der Oberfliche der Tropfelektrode bereits reduziert sein soll, wodurch 
eigentlich nur Cystein katalytisch wirksam wird, kann zumindest nicht 
auf das oxydierte Glutathion zutreffen. In diesem Falle miiBte naimlich 
SH- und SS-Glutathion den gleichen polarographischen Kurvenverlauf 
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aufweisen. Wenn man dagegen von unserer Ansicht ausgeht, nur Kobalt- 
komplexe oder Innerkomplexe mit Co*® seien die eigentlichen Kataly- 
satoren, und wenn man ferner die beschriebenen Reaktionsméglichkeiten 
von SH-Glutathion einerseits und SS-Glutathion andererseits beriick- 
sichtigt, so eriibrigt sich natiirlich die Frage in der Diskussion, ob zur 
Auslésung der katalytischen Wirksamkeit erst die Disulfidbriicke ge- 
éffnet werden muf. 

Die gleichen Verhiltnisse wie bei oxydiertem Glutathion werden bei 
Cystinyl-glycin vorliegen. Die katalytische Wasserstoffwelle des Cystinyl- 
glycins kann nur durch unmittelbare Nachbarschaft von SS- und COOH. 
Gruppen zustande kommen. Fiir das Molekiil lat sich ein gleiches Raum- 
modell aufstellen, wie es fiir SS-Glutathion gefordert wird. Die Kom- 
plexbildung des Co?® mit SS- und COOH-Gruppen scheint gegeniiber der 
mit NH,- und SS-Gruppen bevorzugt zu sein, sonst miiBte im Polaro- 
gramm eine katalytische Wasserstoffstufe erscheinen (vgl. auch Cystin). 

Bei Cysteinyl-glycin ist dagegen wie beim SH-Glutathion eine Nach- 
barschaft zwischen SH- und COOH-Gruppen nicht méglich, die Verbin- 
dung zeigt in der Strom-Spannungs-Kurve das Bild einer katalytischen 
Wasserstoffstufe, so da8 man annehmen muB, Co?® errichtet zu NH,- und 
SH-Gruppen Valenzen. 

SH-Glutathion sollte wie Cysteinyl-glycin eine katalytische Wasser- 
stoffstufe lieferrr. Wie wir aber zeigen konnten, reagiert das Tripeptid unter 
den gegebenen Versuchsbedingungen zum Thiazolinderivat. Damit ist fiir 
Co?® wohl die Méglichkeit verschlossen, mit dem Molekiil Innerkomplexe 
auszubilden, so da8 SH-Glutathion katalytisch wie eine ,,reine“‘ SH- oder 
SS-Verbindung mit dem typischen konvexen Anstieg, der katalytischen 
Wasserstoffkurve, reagiert. Dieser Befund steht iibrigens im Gegensatz 
zu den in der Literatur beschriebenen Angaben, wonach reduziertes 
Glutathion wie Cystein oder Cystin ausgeprigte katalytische Wasserstoff- 
wellen liefern soll. ; 

Die vorliegende Arbeit wurde durch die Deutsche Forschungsgemein- 
schaft (W.L.) und den Fonds der Chemischen Industrie (H.K.) gefordert; dem 
Fonds der Visindasjodur der islindischen Regierung haben wir fiir finan- 
zielle Unterstiitzung (S.G.) ebenfalls sehr zu danken. 


Zusammenfassung 


Bei der Polarographie in ammoniakalisch gepufferter Kobalt(II)- 
Salzlésung treten mit sulfhydryl- oder disulfidhaltigen Verbindungen, 
wie auch mit Hydroxyaldehyden und Hydroxyketonen verschieden stark 
ausgepragte katalytische Effekte als Folge einer Herabsetzung der Was- 
serstoffiiberspannung auf. 

Wie angenommen, sind nur solche Verbindungen katalytisch wirk- 
sam, die zu einer Komplexbildung mit Co?® (Innerkomplexe oder Chelat- 
komplexe) befihigt sind. Je nach Konstitution des Molekiils und je nach 
Nachbarschaft anderer funktioneller Gruppen sind die verschiedenen 
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Komplextypen — an der Grenzfliche des Quecksilbertropfens adsor- 
biert — die eigentlichen Katalysatoren, welche die bei der Wasserstoff- 
Abscheidung auftretenden Stréme mehr oder weniger stark erhéhen. 

Es werden zwei neue, bisher nicht bekannte polarographische Kur- 
venbilder beschrieben. Je nach Verbindungstyp und polarographischer 
Kurvenform hat man zu unterscheiden zwischen: 1. den bereits bekann- 
ten katalytischen Wasserstoffwellen (,,Cysteinwellen“‘), 2. katalytischen 
Wasserstoffstufen und 3. katalytischen Wasserstoffkurven. 

Katalytische Wasserstoffwellen liefern nicht nur Cystein oder 
Cystin, wie bisher angenommen wurde; sie entstehen immer dann, wenn 
Thiole oder Disulfide im Molekiil in Nachbarschaft Carboxylgruppen tra- 
gen, ein Komplexbildungsvermégen vorausgesetzt. Ebenso treten bei 
Hydroxyaldehyden, Hydroxyketonen oder bei Verbindungen zwischen 
Sulfhydrylgruppen und p-Chlormercuri-benzoat katalytische Wasser- 
stoffwellen auf. 

Katalytische Wasserstoffstufen (,,SN-Stufen“) liefern Verbindun- 
gen, in denen Sulfhydryl- oder Disulfidgruppen NH,- oder NH-Gruppen 
benachbart sind. Katalytische Wasserstoffk urven (,,S-Anstiege“‘) bilden 
sulfhydryl- oder disulfid-gruppentragende Verbindungen, in denen keine 
anderen funktionellen Gruppen in unmittelbarer Nachbarschaft stehen. 
Keine katalytischen Effekte auf die Wasserstoffionen-Reduktion haben 
aliphatische Aldehyde, Ketone, Schiffsche Basen, aliphatische Fett- 
siuren, «- und #-Hydroxyfettsiuren oder Ketosiiuren, und Thioester, 


Reduziertes Glutathion besitzt nicht die in der Literatur beschrie- 
bene ,,Cysteinwelle“‘, wie auch das Tripeptid polarographisch nicht als 
Sulfhydrylverbindung reagiert. Reduziertes Glutathion erleidet in Am- 
moniakpuffer bei etwa pul0 unter Wasserabspaltung einen intramole- 
kularen RingschluB unter Ausbildung des Thiazolinringes; das polaro- 
graphische Kurvenbild ist eine katalytische Wasserstoffkurve. 

Die katalytische Wirksamkeit von oxydiertem Glutathion und 
Cystinyl-glycin wird durch die Raumkonfiguration des Molekiils erklirt 
(katalytische Wasserstoffwelle). Eine unmittelbare Nachbarschaft von 
Carboxylgruppen und Disulfidgruppen und damit die Méglichkeit zur 
Komplexbildung mit Co?® ergibt sich aus einem Raummodell, in dem das 
eine Glutathion-Molekiil in der Papierebene liegt, das andere senkrecht 
dazu steht. 


Summary 


Buffered, ammoniacal cobaltous solutions have been investigated 
polarographically in the presence of sulphydryl- and disulphide-contain- 
ing compounds. As with hydroxyaldehydes and hydroxyketones, marked 
catalytic effects of varying intensities were observed, as a result of a 
depression of the hydrogen over-potential. 

Only those compounds which form complexes with divalent cobalt 
(internal complexes or chelate complexes) are catalytically active. The 











Polarographie von SH- und SS-Verbindungen Bd. 322 (1960) 





different complexes, according to the constitution of the molecule and 
the proximity of other functional groups, are the actual catalysts (ad- 
sorbed onto the surface of the mercury drop), which increase the current 
produced in the release of hydrogen. 

Two new, hitherto unknown polarographic curve forms are described. 
According to the type of compound and polarographic curve form, it is 
necessary to differentiate between: 1. the already known catalytic 
hydrogen waves (,,cysteine waves), 2. catalytic hydrogen steps and 
3. catalytic hydrogen curves. 

Catalytic hydrogen waves are given not only by cysteine or cystine, 
as previously supposed, but are always produced by thiols or disulphides 
which possess neighbouring carboxyl groups, providing they are also 
complex-formers. Catalytic hydrogen waves are also given by hydroxy- 
aldehydes, hydroxyketones or compounds between thiol groups and 
p-chloromercuribenzoate. 

Catalytic hydrogen steps (,,SN steps‘) are given by compounds, 
in which thiol or disulphide groups are in the proximity of NH,- or NH- 
groups. Catalytic hydrogen curves (,,8 ascents“) are given by thiol or 
disulphide compounds, in which there are no other functional groups in 
the immediate proximity of the sulphur. Aliphatic aldehydes, ketones, 
Schiff’s bases, aJiphatic fatty acids, x«- and /-hydroxy-fatty acids or keto 
acids and thioesters have no catalytic effect on the reduction of hydrogen 
ions. 

Reduced glutathione does not possess the ,,cysteine wave‘, which 
has been described in the literature, and this tripeptide does not react 
polarographically as a thiol compound. Reduced glutathione undergoes 
an intramolecular ring closure, at px 10 in ammonia buffer, to give the 
thiazole ring. The polarographic curve form is a catalytic hydrogen curve. 


The catalytic activity of oxidised glutathione and cystinyl-glycine 
is explained by the spatial configuration of the molecule (catalytic 
hydrogen wave). A spatial model, in which one glutathione molecule lies 
in the plain of the paper and the other at right angles to it, shows carboxyl 
groups and disulphide groups in direct proximity to one another and 
therefore the possibility for complex formation with divalent cobalt. 


Priv.-Dozent Dr. Walther Lamprecht, Organisch-Chemisches Institut der 
Technischen Hochschule, Miinchen 2, Arcisstr. 21. 
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Zur Aminosduresequenz des Kollagens, II" 


Von 


W. Gra8mann, K. Hannig und M. Schleyer* 
Aus dem Max-Planck-Institut fiir EiweiB- und Lederforschung, Miinchen 
(Der Schriftleitung zugegangen am 11. Oktober 1960) 


Herrn Professor Dr. E. Waldschmidt-Leitz zum 65. Geburtstag gewidmet 


Die Aufgabe, die Aminosiuresequenz des Kollagens zu ermitteln 
und mit dem elektronenmikroskopischen Bild in Beziehung zu setzen’, 
war schwierig geworden, nachdem feststand, daB die sich wiederholiende 
Einheit nicht 650 A, sondern 2600 A lang ist? und daB sie nicht aus einer, 
sondern aus drei wahrscheinlich untereinander verschiedenen® Ketten be- 
steht. Tatsachlich findet man fiir das etwa 2600 A lange und 15 A dicke 
lésliche Monomere des Kollagens, das Tropokollagen‘, ein Molekular- 
gewicht von 360000, was etwa 3000 Aminosaéuren entspricht®. 

Um wenigstens eine Teillésung dieser Aufgabe zu erreichen, haben 
wir das durch mehrmalige ,,Rekristallisation gereinigte, siurelésliche 
Kollagen (,,Prokollagen“‘) mit Trypsin abgebaut und den Versuch unter- 
nommen, die dabei entstandenen Peptide von einander zu trennen und 
in ihrer Zusammensetzung und méglichst auch in ihrer Sequenz aufzu- 
klaren. 

In zwei friiheren Mitteilungen berichteten wir iiber die Aminosaure- 
zusammensetzung von elf! bzw. vierundzwanzig® tryptischen Abbau- 
peptiden des Kollagens. An einigen von ihnen konnten vom Amino- und 
Carboxylende her die Aminosiauresequenzen ermittelt, und es konnte ins- 
besondere die sog. Sr-Fraktion! naher untersucht werden, die sich durch 
einen besonders hohen Gehalt an Prolin und Hydroxyprolin auszeichnete. 
Das Carboxylende dieses Abbaupeptids bestand aus schweren und polaren 
Aminosiéuren, war jedoch frei von Prolin und Hydroxyprolin. Auch die 
ersten sechs Aminosiuren am Aminoende enthielten keine der beiden 
Iminosduren, wihrend das aus 33 Aminosauren bestehende nicht auf- 


* Teil der Dissertat. von M. Schleyer, vgl. 1. c.?% 

1 J. Mitteil.: W. GraBmann, K. Hannig, H. Endres u. A. Riedel, diese Z. 
306, 123 [1956]. 
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9, 148 [1955]; K. Kihn, W. GraBmann u. U. Hofmann, Naturwissenschaften 
47, 258 [1960]. 
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geklirte Mittelstiick fast nur aus Glycin, Prolin und Hydroxyprolin auf- 
gebaut war. Die Befunde durften als eine erste chemische Bestatigung der 
Vorstellung von GraBmann und Trupke’ sowie von Bear® gelten, 
wonach vermutet wird, daB die elektronenmikroskopische Querstreifung 
der Kollagenfibrille auf die abwechselnde Anhaufung schwerer polarer 
und leichterer apolarer Aminosauren zuriickzufiihren ist. Etwas unerwar- 
tet war jedoch, daB am Carboxylende des Peptides S¢ Asparaginsiure 
und an zwei weiteren Peptiden C-terminales Valin bzw. Alanin gefunden 
wurde, wihrend nach einer Spaltung mit Trypsin nur basische Amino- 
siuren am Carboxylende auftreten sollten. Es zeigte sich, daB das zur 
Spaltung verwendete zweimal umkristallisierte handelsiibliche Trypsin- 
praparat noch Spuren von Chymotrypsin enthielt. 

Fiir die weiteren in vorliegender Arbeit beschriebenen Abbauver- 
suche verwendeten wir daher ein véllig von Chymotrypsin befreites 
Trypsin, das nach einem inzwischen von uns veréffentlichten elektro- 
phoretischen Verfahren gewonnen war’. Endgruppenbestimmungen an 
einem damit erhaltenen Gesamtabbaugemisch ergaben nun erwartungs- 
gemaB am Carboxylende nur Arginin und Lysin. Das Peptid S, trat, wie 
zu erwarten war, nicht mehr auf, wihrend wir es bei der Wiederholung 
des Abbaus-mit einem ungereinigten Trypsinpriparat reproduzieren 
konnten?®. 


Herstellung und tryptischer Abbau von Prokollagen 

Das aus Hiauten von wenige Tage alten Kalbern nach einer Vor- 
schrift von Orechovich" hergestellte und zweimal ,,umkristallisier- 
te Prokollagen hatte einen Gesamtstickstoff-Gehalt von 17,13%, einen 
Hexosegehalt von 0,6% und einen Aschegehalt von 0,25%. Die Amino- 
siureanalyse, die mit den Ergebnissen friiherer Untersuchungen’? in 
guter Ubereinstimmung steht, ist in Tab. 1 angefiihrt. 

62g dieses Prokollagens wurden zunachst durch kurzes Erwairmen 
auf 90° denaturiert und anschlieBend mit gereinigtem chymotrypsin- 
freiem Trypsin bei 37° verdaut. 

Obwohl der Abbau bei Verfolgung des Aciditatszuwachses durch 
Titration nach Waldschmidt-Leitz, aihnlich wie bei friiheren Abbau- 
versuchen, zu dem gleichen scharfen Endpunkt fiihrte (vgl. Abb. 1), wur- 
den nur etwa 60% derjenigen Peptidbindungen, an denen die Carboxyl- 
gruppen von Lysin und Arginin beteiligt sind, gedffnet. Danach sind 


7 W.GraBmann u. J. Trupke in B. Flaschentrager u. E. Lehnartz, 
Physiologische Chemie, Bd. I, S. 584, u. zwar S. 661, Springer Verlag, Heidelberg 
1951. 


8 R.S. Bear, R. 8S. Morgan in R. E. Tunbridge, Connective Tissue, 8. 321, 
Blackwell, Oxford 1957. 

® W. GraBmann, K. Hannig u. M. Schleyer, diese Z. 316, 71 [1959]. 

10 M. Schleyer, Dissertation, Universitat Miinchen 1960. 

11 W.N. Orechovich, A. A. Tustanovsky, K.D.Orechovich u. N.J. 
Plotnikowa, Biochemie [Russ.] 18, 55 [1948]. 
12 W. GraBmann, K. Hannig u. M. Pléckl, diese Z. 299, 258 [1955]. 
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unter Voraussetzung eines Molekulargewichtes von 360000 fiir Kollagen® 
etwa 160 Abbaupeptide mit einer mittleren Kettenlinge von 18 Amino- 


siuren zu erwarten. 


Tab. 1. Aminoséureanalyse von Prokollagen. 


















































Mol/100 Mol Verhiltnisse Abgerundete 
Aminosauren Aminosaure der Werte 

Aminosauren 
Asparaginsiure ..... 4,76 10,2 10 
Glutaminsfure. ..... 7,58 16,3 16 
Ce eras 32,73 70,8 71 
Lo eee 10,78 23,2 23 
lo ea 2,92 6,3 6 
Threein.. . . 6. 2s 1,88 4,1 4 
MPM «ss 6s ee 0,39 0,8 1 
Weer. 5 Sa 2,26 4,9 5 
Methionin. ....... 0,45 1,0 1 
Jsoleucin ........ 1,22 2.7 3 
DS ss eS 2,66 5,8 6 
Phenylalanin ...... 1,47 3,2 3 
Pees ee SS OS 13,18 28,8 29 
Hydroxyprolin. ..... 8,23 17,8 18 
PSD sees as < ot 0,65 1,3 1 
EI. s,s Sarak oe Shs 2,88 6,2 6 
Hydroxylysin...... 0,51 1,1 1 
PUA 6 Se sy 5 5,45 11,8 12 
BUMEEO .. 6 gomistx « oe & 100,00 216,3 216 

117 
\ yar 10 

5 

S S 

eT 53 

S 
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S 

g 12 16 
Stdn. —a— 


Abb. 1. Abbau des Prokollagens mit gereinigtem Trypsin. Titration der freigesetzten 
Carboxylgruppen nach Waldschmidt- Leitz. 
px 8,2, eingest. mit NaOH, 84 mg Prokollagen pro Titrationsprobe ; linke Ordinate: 
ml 0,02n alkohol. KOH gegen Thymolphthalein; rechte Ordinate: Zahl der ge- 
spaltenen Bindungen, berechnet auf 216 Aminosauren. 


Die Auftrennung so komplizierter Gemische langkettiger Peptide ist 
nicht einfach. Sie gelang aber durch eine zweckmiBige Aneinander- 
reihung verschiedener Trennmethoden, wie Elektrophorese, Siulen- 
chromatographie und Papierchromatographie. 
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Trennung und Reinigung der Abbaupeptide 


Das aus dem tryptischen Abbau von 62 g Prokollagen erhaltene 
Peptidgemisch wurde zunichst in der priaparativen kontinuierlichen 
Elektrophoreseanordnung in einem Pyridin-Eisessig-Wasser-Puffer 
vom pu4,9 bei einer Feldstirke von 30 V/cm in eine sauere (S), eine neu- 
trale (N) und in fiinf basische Komponenten (B, bis B,;) aufgetrennt. Die 
Verteilung der Fraktionen und ihre quantitative Ausbeute geht aus Abb. 2 
hervor. Jede einzelne von ihnen wurde unter den gleichen Bedingungen 
bei px4,9 noch mehrmals elektrophoretisch gereinigt, bis sie bei diesem 
pu-Wert einheitlich erschien. 

















40: 
® ‘S) 
hoo 
Es 
20- 
103 
1 0 3 20 ‘D0 3 | + 40 Glas-Nr 
Fraktion 5 N 8; 6, 8 & 8 Summe 
Ausb in mg 6450 29760 7510 39 | %6 | 992 |208 |496% 
Ausb rel % B 60 15 ] 15 | 20 |05 | 00 



































Abb. 2. Verteilung und Ausbeute der Fraktionen nach der elektrophoretischen 
Trennung des tryptischen Abbaugemisches von Prokollagen in der Elphor-VaP- 
Apparatur'**; Anfarbung mit Ninhydrin (nach alkalischer Hydrolyse). 
Pyridin-Essigsiure-Puffer; pu4,9; 1200 V, 175mA, Filtrierkarton Binzer 230, 
Durchsatz: 3 g Peptidgemisch/Tag, insgesamt. 62 g. 


Eine weitere Auftrennung der Fraktionen gelang durch anschlieBende 
Elektrophorese bei pu2,4. Die Verteilung der ninhydrinpositiven Kom- 
ponenten nach diesem Trennungsgang veranschaulichen Abb. 3 und 4 fiir 
die saure und die Neutralfraktion. Danach lieBen sich aus der Fraktion 
S im wesentlichen zwei Hauptkomponenten mit der Bezeichnung S; und 
Sj; gewinnen, wihrend sich die Neutralfraktion bei diesem pu in fiinf 
Komponenten mit der Bezeichnung N, bis N, auftrennen lieB. 

Auf diese Weise erhielten wir nach wiederholter ,,Reelektrophorese“ 
schlieBlich 12 Fraktionen, die sich bei px 4,9 und bei px2,4 elektrophore- 
tisch einheitlich verhielten. Da die zur Trennung verwendeten Puffer- 
lésungen nur fliichtige Siuren bzw. Basen enthielten, waren die Frak- 
tionen nach Gefriertrocknung praktisch salzfrei. 


13 K. Hannig, diese Z. 811, 63 [1958]. 
* Hersteller: Fa. Bender & Hobein, Miinchen, LindwurmstraBe 71. 
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A 20: 
or) 
20; 
103 
: m: H a: 1] H 40 Glas Ww 
Fraktion : 5 Sy - Summe 
Ausb in mg 58 1298 989 M6 2591 
‘Ausb rel % 41 $01 382 56 0 
Gesch. 
— a79 451 497 Q73 g 


























Abb. 3. Tryptisches Abbaugemisch von Prokollagen. Verteilung und Ausbeute der 
Fraktionen nach der elektrophoretischen Trennung von Fraktion S in der Elphor- 
Va-Apparatur. Anfarbung mit Ninhydrin (nach alkalischer Hydrolyse). 


0,5n Essigsiure, py 2,4; 770 V, 15 mA, Filtrierpapier Schleicher & Schill 604 L: 90. 
Durchsatz: 400 mg Fraktion S/Tag, insgesamt 3500 mg. 




















© ® 
| ID} 
Eom 
204 
104 
H 0 oe ' 3 Glas Nr 
' : 1 ' ‘ i 
Fraktion Na NM N Ne Ne | Summe 
Ausbeuteinmg | 340 1040 | 2540 4625 170 8515 
Ausb. rel. Yo 4 12 30 52 2 100 
Gesch Menge 
Gew % 26 72 180 H2 12 60 





























Abb. 4. Tryptisches Abbaugemisch von Prokollagen. Verteilung und Ausbeuten der 
Fraktionen nach der elektrophoretischen Trennung von Fraktion N. Anfarbung 
mit Ninhydrin (nach alkalischer Hydrolyse). 


pu2,4; 1250V, 150mA, Filtrierkarton Binzer 230, Elphor-VaP-Apparatur. 
Durchsatz: 3 g Fraktion N/Tag. 
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Zur weiteren Auftrennung der elektrophoretisch vorgereinigten Frak- 
tionen, die zum gréBten Teil noch aus einer Vielzahl von Komponenten 
bestehen, bewiahrte sich die von Braunitzer und Mitarbeitern™ einge- 
fiihrte Chromatographie an einer Dowex 1X2 Ionenaustauschersiule. 


Nach der Trennung und Rechromatographie der Fraktion 8; (Abb. 5) 
und nach anschlieBendem Entsalzen an ,,Sephadex‘‘® (s. S. 92) erhielten 
wir zwei Peptide mit der Bezeichnung S,, und S,,, die papierchromato- 
graphisch und auf Grund der aus der Aminosiureanalyse erhaltenen 
guten stéchiometrischen Verhiltnisse (vg].z. B. Sj, in Tab.5, S. 92) als 
einheitlich bezeichnet werden konnten. 


30 
b 2 
Esa 


10; 





Sy Sg ' 





' hy 5 
Sy Sng a 








Ry, 


Abb. 5. Obere Kurve: Saulenchromatographie von Fraktion St an Dowex 1 X2. 
Untere Kurve: Rechromatographie der aus der oberen Kurve erhaltenen Fraktion 
Sgg an Dowex 1X2. 


pu-Gradienten-Elution: py8,0 > px3,0, s. Beschreibung der Versuche. 


Die Fraktion S;; wurde zusammen mit den nicht naher bezeich- 
neten kleinen Nebenfraktionen aus der elektrophoretischen Trennung bei 
pu2,4 (vgl. Abb. 3) ebenfalls an Dowex 1X2 weiter aufgetrennt. Die Ver- 
teilung der ninhydrinpositiven Komponenten geht aus Abb. 6 hervor. 
Von den 8 erhaltenen Fraktionen konnten nach dem Entsalzen an Se- 
phadex’> 4 Peptide (S,, S,, S,, S,) als einheitlich bezeichnet und, soweit 
es die Ausbeuten erlaubten, naher untersucht werden. Die Fraktionen 


4G. Braunitzer, B. Liebold, K. Hilse u. V. Rudloff, Angew. Chem. 
71, 376 [1959]; V. Rudloffu. G. Braunitzer, diese Z., im Druck; wir danken 
den Autoren fir ausfiihrliche methodische Hinweise. 
15 J. Porath u. P. Flodin, Nature [London] 188, 1657 [1959]. 








E 











Bd. 322 (1960) Aminosiuresequenz des Kollagens, IT 77 


Ss, Sg, S,, Sg enthielten nach papierchromatographischer Priifung noch 
mehrere Komponenten; auf ihre Rechromatographie muBte wegen der 
geringen Ausbeuten verzichtet werden. 




















4 304 
| 
7] 
20+ 
10+ 
oe eee es (19 20 21 [ 2 to 
H ' ‘ ‘ ' ' ; ‘ 
Fraktion 5; Sp 53 S Ss Ss Sy Ss Summe 
Ausb in mg 633 62 | 423 | 212) 202 24,09 13.89 1235 9765 
jAusb rel % 45 50 43 | 22} 205 47 42 126 100 
1 14 
lew % 08 27 Q4 | a9 19 16 l2 , 09 









































Abb. 6. Verteilung und Ausbeuten der Fraktionen nach der siulenchromatographi- 
schen Trennung von Fraktion 811 an Dowex 1 X 2. Anfairbung mit Ninhydrin (nach 
alkalischer Hydrolyse). 
pu-Gradienten-Elution: py 8,0 > pH3,0, s. Beschreibung der Versuche. 


Abb. 7 zeigt als Beispiel die Elutionskurve der ninhydrinpositiven 
Komponenten der elektrophoretisch gewonnenen Fraktion Ng nach der 
Trennung an Dowex 1X2. Das Ergebnis entsprechender Trennungen der 
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Fraktion N Ny No \NyiNv Nn Summe 
Ausbeutem mg |322 251 45 laelace 306 2152 
Ausb rel % (150 17 193 11] 206 14,1 100 
~~ gall 70 ns ins 25 a5 60 








Abb. 7. Verteilung und Ausbeute der Fraktionen nach der siulenchromatographi- 
schen Trennung der Fraktion Na an Dowex 1X2. Anfarbung mit Ninhydrin (nach 
alkalischer Hydrolyse). 
pu-Gradienten-Elution: py 8,0 -> px3,0, s. Beschreibung der Versuche. 
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Fraktionen N,—N, ist schematisch in Abb. 8 zusammengefaBt. Aus 
Abb. 8 ist ersichtlich, daB jede der einzelnen Fraktionen noch mit Be- 
standteilen ihrer Nebenkomponenten verunreinigt war*. Demzufolge 
wurden die aus jeder Trennung an gleicher Stelle erschienenen Fraktionen 
papierchromatographisch gepriift. Die bei dem jeweils gleichen Elutions- 


N~« Ny >Ny Ny Ny <——Ny, ——> 























rom ir oreo . oh f__o_._. 4 of» 
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Abb. 8. Schematische Darstellung der Ergebnisse aus der séulenchromatischen 

Trennung der Fraktionen Na bis Ne. Die Ordinaten stellen die relativen Ausbeuten 

der einzelnen Fraktionen (,,peaks‘*) — als Striche schematisiert — dar (Flachen- 
werte der GauSkurven). 


volumen erschienenen Fraktionen erwiesen sich papierchromatographisch 
als qualitativ tibereinstimmend und konnten dementsprechend vereinigt 
werden. Zusammenfassend wurden 6 Fraktionen erhalten und mit N; bis 
Ny; bezeichnet ; dabei wurden die zwischen N; und Nj; liegenden kleinen 
Komponenten wegen ihrer geringen Ausbeuten und ihrer nicht immer 
geniigend scharfen Trennung summarisch als Nj;, die hinter Ny liegenden 
Fraktionen als Ny; gesammelt. 


* Die Tatsache, daB sich verschieden rasch wandernde Komponenten bei 
elektrophoretischen Trennungen — auch wenn diese wiederholt durchgefihrt 
werden — nicht quantitativ trennen lassen, ist auch schon bei friiheren Versuchen 
haufiger beobachtet worden!*. Durch irgendwelche Affinitaéten bleibt ein gewisser 
Prozentsatz von Begleitkomponenten an der jeweiligen Hauptkomponente haften. 
Derartige Effekte werden auch bei elektrophoretischen Trennungen von Amino- 
saéuregemischen beobachtet. 


16 K. Granzer, diese Z. 311, 46 [1958]. 
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Fraktion Nj, die bei der beschriebenen Trennung an der Dowex-1X 2-Saule 
mit der Front gewandert war, konnte durch Rechromatographie am selben Ionen- 
austauscher bei langsamerer Durchlaufgeschwindigkeit und flacher ansteigendem 
pu-Gradienten (vgl. S.91) in 9 weitere Fraktionen (Nia bis Nr) aufgetrennt 
werden. Sie konnten durch praparative Papierchromatographie mit anschlieBender 
Elution noch weiter gereinigt und gréBtenteils einheitlich erhalten werden. 


Die Sammelfraktion NII ergab bei Rechromatographie im wesentlichen 
weitere Ausbeute an Ny und NIII; weitere kleine Zwischengipfel, die mengenmaBig 
stark zuriicktraten, wurden wegen geringer Ausbeute vernachlassigt. 


Fraktion Ny schien nach zweimaliger Rechromatographie an der Saule 
einheitlich zu sein; papierchromatographisch bestand diese Fraktion jedoch noch 
aus vier Komponenten, die sich durch praparative Papierchromatographie trennen 
und einheitlich erhalten lieBen (Nita bis Nitta). 

Fraktion Niv war nach zweimaliger Rechromatographie ebenfalls séulen- 
chromatographisch einheitlich, durch priparative Papierchromatographie konnten 
aus ihr jedoch noch weitere Komponenten, némlich Niy1 bis Niva, in einheitlicher 
Form isoliert werden. 


Fraktion Ny erschien zwar nach zweimaliger Rechromatographie saulen- 
chromatographisch einheitlich, bestand aber papierchromatographisch noch aus 
drei Komponenten. Es gelang jedoch nicht, diese praparativ so zu trennen, daB sie 
den Reinheitsforderungen entsprachen. 


Fraktion Nyz lieB sich durch Rechromatographie bei langsamer Elutions * 
geschwindigkeit und flachem py-Gradienten in 22 Komponenten (Nvia bis N Vix) 
auftrennen. Die meisten der Ny1-Fraktionen bestanden noch aus mehreren Kompo- 
nenten, von denen ein Teil erst nach papierchromatographischer Trennung und 
| ay Elution als einheitliche Peptide gewonnen werden konnte (siehe 

apd. 2). 

In analoger Weise konnten auch die Fraktionen B, bis B,*, die nach 
der elektrophoretischen Trennung bei px4,9 gewonnen waren, an Dowex 
1X2 und anschlieBend papierchromatographisch weiter aufgetrennt 
werden. Lediglich die Komponente B, war bereits nach der elektro- 
phoretischen Trennung einheitlich; sie erwies sich als identisch mit der 
schon frither! beschriebenen Fraktion B, (Gly-His-Arg). 


Insgesamt wurden in der beschriebenen Weise 114 Peptidfraktionen 
gewonnen, von denen 55 elektrophoretisch und papierchromatographisch 
in 3 Lésungsmittelsystemen (vgl. Beschreibung d. Versuche) als einheit- 
lich anzusehen waren. Sie reprisentieren etwa 55% des Gesamtabbau- 
gemisches. Soweit die Ausbeuten der isolierten Peptide es zulieBen, wurde 
an ihnen nochmals eine tryptische Spaltung versucht, die jedoch in kei- 
nem Fall zu einer weiteren Aufspaltung fiihrte. 


Obwohl der Versuch von 62 g Prokollagen ausging, waren die End- 
ausbeuten an einheitlichen Peptiden wegen der zahlreichen Trenn- und 
Reinigungsschritte natiirlich gering. Da die bei jedem einzelnen Reini- 
gungsschritt resultierenden bzw. durch Verwerfen von Zwischenfraktio- 
nen in Kauf genommenen Verluste (zu denen noch zahllose Probeent- 
nahmen fiir analytische Zwecke hinzukommen) im allgemeinen, nament- 
lich in den letzten Reinigungsschritten, mit einer gewissen Genauigkeit 
abgeschitzt werden kénnen, kann fiir jedes der in reiner Form isolierten 


* B, wurde bei der Reelektrophorese der Frakt. B, als weitere Kompomente erhalten. 
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Tab. 2. Aminoséurezusammensetzung der in 
Prakiiee ). «s+ aiace By | Bea Sg6 S7g Bsae | 8; | Bstg | So | Bago | Nytr Nyvi 85 
Gefundene Ausbeute 
ese = St eke ore 69,0 | 48,3 23,0 6,0 3,7 6,3 4,7 | 14,6 | 20,6 | 10,0 | 12,9 | 200 
Geschiitzte Menge 
Gew.% ...... + | 0,50] 3,50] 1,70] 0,40] 0,03] 0,80] 0,03] 2,70] 0,42] 0,30] 2,20] 1,90 
Gly 1 5 13 3 19 7 19 5 20 11 12 
Ala — _ _ 3 1 2 _ 6 2 8 2 6 
Val Sites epee pp 2 j= 1 | 
Leu — _ _ _ 6 _ _ 3s—j| — 1 _ —~ 
Tleu sa — = - 3 7 2 - 1 =r — 
Phe — —_ —_— — _— — _ —_ 1 —_ _ 
Ser a = en = aie 7 th 
Thr — |— 1j/— ]/—J-—-J]-J]-[- ey ae = 
Tyr a) eee ee — Po Po pS pH] Pegs fH 
Met : ee fe fe i) [io ae ds Wee, oe ee 
Pro . — = — 3 = 7 _ 4 2 3 1 7 
Hypro — -- _ 2 — 8 —_ 4 — — 2 2 
Aen <1. Pin ek. ee os 2 SS eee re oo We 3 2 3 
rer Ree = 3 ee pee re 4 2 4 3 6 
Lys a Vie saa: ps ie SS 2 2 ai 
Hylys ap PS Tt (Ss Sp ‘A EEG TRS IPE» lege ay 
His 1 a —_ —_ = — — _— -- 4 ae — 
me. Oe ges 1 1 1 3 9 4 — 3 2 4 1 2 
Glucosamin _ _ _ = — — = — — 2 == _ 
Kettenlinge ...... . 3 3 13 37 22 58 21 59 13 63 28 38 
Mol% Glycin 33 33 38 35 14 33 33 32 38 32 39 32 
Mol% Bas. As. . 66 33 15 13 41 7 33 9 15 16 11 5 
Mol%, Saure As. —_ 33 39 30 — 29 — 22 16 14 18 24 
Mol% Polare As. 66 66 54 43 41 36 33 31 31 30 29 29 
Mol% Pro + Hypro —- -- a 14 a 26 =. 14 15 5 11 24 
Polar < 
Fraktion . . ©. + +) [Nytw|Nvuria| Nr | Nviie Xyit| Bor Nrr1a|Svito|%iva Nyn| Nyy | "v10 
Gefundene Ausbeute 
ae SIN Pare 14,6 | 10,5 3,1 7,9 | 19,9 | 19,5 9,9 4,9 | 18,0 6,7 3,9 | 37,4 
Geschitzte Menge 
Gow. WG «+ \s.0. > mic 0,40} 0,60} 0,80} 0,40) 0,50) 2,50) 4,50) 0,30} 3,00} 0,20) 0,90) 1,10 
Gly 15 20 28 15 28 18 17 29 .| 16 33 15 25 
Ala 6 9 12 9 10 5 12 20 2 10 5 6 
Val 3 _ 1 1 2 1 1 _— 1 2 1 3 
Leu 2 3 2 _ 2 1 2 —_ 2 4 1 5 
aa aaa rs — — — — 1 _- 5 3 1 -- —_ _ 
eG «Glas Gt aceon 1 5a 1 1 2 —_— 3 — 3 2 1 _ 
Ser 8 2 4 1 1 3 2 1 3 4 2 1 
Thr 6 -- 1 _ 2 1 2 = — — 1 6 
Tyr 2 J— J— F— J— PRK ae Ke Re TR I eK 
Met 1 1 _ _ 1 _— — _ _ _ — 
ara Sere eri ee Bey 3 z 9 4 12 9 2 7 6 14 9 10 
Hypro 4 10 11 3 8 4 il 8 7 12 5 ll 
ets eon ‘ 3 3 4 2 3 2 3 8 1 3 1 1 
Glu 1 7 9 4 8 2 4 2 3 11 5 4 
Lys 4 _ 1 1 3 2 1 1 4 2 1 3 
Hylys _ _ _ ans _ _ — _ — _ —_ = 
re pee = —_— -- _— — _ _ —_ 1 _— _ = 
Arg 3 2 3 1 2 4 4 4 _ 2 1 5 
Glucosamin ..... 2 _— as _ -- — — —_ _ — _ se 
Kettenlinge ..... 63 58 86 42 85 52 69 83 50 99 48 80 
Mol®,, Glycin 24 34 33 36 33 34 25 35 32 33 31 31 
Mol% Bas. As. . 11 4 5 5 6 11 8 6 10 4 4 10 
Mol% Saure As. 10 17 15 14 13 8 10 12 8 14 13 6 
Mol®% Polare As. . . . 21 21 20 19 19 19 18 18 18 18 17 16 
Mol®, Pro + Hypro 2 7 25 26 26 
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einheitlicher Form gewonnennen Abbaupeptide 
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Nyte3 | Nv | Bsc2 | Nrve |Nvisi |Nvin3|Nvim2| $4 |Nvigi} Nviv |Nvmi|Nvie2 |Nvie1 | Nvike2 
20] 130] 26,9] 226] 1,9] 78] 58] 21] 133] 81] 62] 141] 54] 41 
0,04] 2,40} 0,33} 3,90] 0,02| 0,88] 0,13} + 0,90] 0,60} + 0,20] +0,20) +~=0,02} +«0,20) +~—0,10 
30 12 9 20 12 15 32 20 38 | 22 21 26 37 15 
10 2 4 6 3 3 5 4 14 8 8 9 14 7 
1 2 ae 1 = 2 1 1 2 2 1 — 2 1 
= at = = = 1 4 aa 3 1 2 1 4 1 
a — oa a ee ws eS 2 a =e = ae wat ai 
= = = = — = ee we er 2 Fs 1 2 1 
4 2 = 1 4 1 4 1 3 4 2 3 4 1 
2 1 a oa = = ae 2 1 2 = 3 — = 
a = ee a = et 2 ae 2 = 1 ws Az = 
5 5 5 10 2 4 11 9 8 5 5 11 9 5 
af 1 oe 2 4 5 9 6 13 4 6 9 11 4 
9 2 3 3 6 6 1 3 4 4 5 4 2 
2 5 a 6 4 3 9 11 16 6 7 8 15 5 
2 1 mes 4 2 a 1 3 2 4 1 4 2 1 
a aad a Ss 2 ot paz ag tale ais , 25 —_ 1 
7 2 7 2 a 3 6 = 5 1 2 2 3 1 
72 35 25 55 34 43 90 60 | 110 65 60 82 | 107 45 
42 | 34 36 36 35 35 36 33 34 34 35 32 35 33 
13 9 28 11 6 7 8 5 7 8 5 7 4 7 
15 20 aa 16 20 21 17 20 17 15 18 16 18 15 
28 29 28 27 26 28 25 25 24 23 23 23 22 22 
7 17 20 22 18 21 22 25 19 14 18 24 19 20 

——> Apolar 

Mite | NtH2] Bop |Nvig2] Nip | Nar | Nic | Nia | Nrpi| Nvic | Nie | Nra | Nrpe 
94] 1,0] 57] 63] 72] 64] 49] 80] 23] 92] 55] 49] 1,6 
4,30] 0,30] 0,40] 0,30} 1,70] 1,50] 1,10] 1,90] 0,50} 0,80} 1,30] 1,10] 0,40 
4 | 17 21 17 38 42 33 39 18 23 32 8 27 
13 7 4 4 12 21 15 14 3 7 14 2 7 
i 1 1 2 5 3 3 2 1 5 3 1 = 
1 1 Ge 2 2 ees a 2 8 6 ae ae <F 
3 = 2 rat 2 4 3 2 ae 1 1 oe 3 
3 = 1 a 1 -— -- — oa 1 —_ — _ 

1 3 4 4 5 1 2 4 5 7 om 1 8 
2 1 2 2 1 2 a 2 = 7 2 — 5 

ae es pies ne _— os = _ i 3 _— axe 
5 8 8 5 27 31 30 27 22 6 25 8 22 
9 4 6 7 9 11 10 11 6 4 7 3 12 
4 2 1 = 4 6 6 4 1 2 3 1 
1 5 2 4 4 5 1 5 3 ws 2 = — 

1 ne 1 ne 2 1 2 1 3 3 3 1 4 
1 ae art as 2 2 2 1 = = = abs a 
1 oh a led cee me hee ave an! pe pean __ as 
Pulte 4 2 2 2 2 2 = 2 = ae = 

72 | 49 57 49 |116 |131 |109 | 116 62 77 92 25 88 
33 35 37 34 33 32 30 34 29 30 35 32 31 
8 = 9 4 5 4 6 3 5 6 3 4 5 
7 14 5 8 7 8 6 8 6 3 6 4 = 
1 | 14 14 12 12 12 12 11 11 9 9 8 5 
19 | 25 25 24 31 32 37 33 45 13 35 44 39 
Hoppe-Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie. 322 6 
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Peptide wenigstens gréBenordnungsmiBig geschitzt werden, in welcher 
Menge es in dem urspriinglichen Abbaugemisch anwesend sein konnte 
(in Tab. 2 als ,,geschitzte Menge“ in Gewichts-°% angegeben). 

Von den einheitlich gewonnenen Peptiden wurden, wie im folgenden 
beschrieben, 51 in Bezug auf ihre Aminosiurezusammensetzung, davon 
18 auch auf Endgruppen und 10 auf ihre Sequenz weiter untersucht. 





Bausteinanalyse der in einheitlicher Form gewonnenen 
Abbaupeptide 


a) Aminosiurezusammensetzung 

Quantitative Aminoséurebestimmungen an 51 in einheitlicher Form 

isolierten Peptiden wurden an Ionenaustauschersiulen mit automatischer 
Registrierung der Ergebnisse mittels einer in unserem Institut entwickel- 
ten Apparatur!’? — soweit es die Mengen zulieBen in Doppelbestimmun- 
gen — ausgefiihrt. In Tab. 2 sind die Ergebnisse der Ubersicht wegen nur 
als abgerundete stéchiometrische Verhiltnisse angegeben. Die analyti- 
schen Belege, die durchweg mit den abgerundeten Zahlen der Tab. 2 in 
guter Ubereinstimmung stehen, sind in Tab. 5 und 6 lediglich fiir zwei 
herausgegriffene Beispiele wiedergegeben. Vollstindig sind sie in der 
Dissertationsarbeit des einen von uns enthalten, auf die hier verwiesen 
seil°, Die Peptide der Tab. 2 sind nach ihrer Polaritat geordnet. Der Ge- 
halt an polaren Aminosaiuren (Summe aus Dicarbon- und Diaminosiiuren) 
nimmt von links nach rechts ab. Das aus der Aminosiureanalyse ab. 
geleitete Mokulargewicht fiir die isolierten Peptide liegt zwischen drei und 
131 Aminosaureresten. Die Peptide S,,, B, und Bega entsprechen auf Grund 
ihrer Aminoséiurezusammensetzung den von uns bereits 19561 isolierten 
Peptiden S,, B, und Bega. 

Auf Grund der ,,geschatzten Menge“ diirften in simtlichen analysier- 
ten Peptiden etwa 50% des Gesamtkollagens erfaBt sein, wihrend die 
wirklich gewonnenen Mengen natiirlich wesentlich kleiner waren. Die 
auf Grund der Aminosdureanalysen und der geschitzten Mengen erfaBten 
Ausbeuten an den einzelnen Aminosiuren betragen im allgemeinen fiir 
jede einzelne ebenfalls etwa 50%. Starke Abweichungen zeigen lediglich 
die Aminosauren Methionin und Tyrosin, von denen nur etwa 12% bzw. 
1,5% wieder gefunden wurden, d. h., unter den noch nicht in einheitlicher 
Form gewonnenen Peptiden muB noch wesentlich mehr Methionin und 
Tyrosin enthalten sein, als in den bereits in einheitlicher Form ge- 
wonnenen. 

Dies ist aus zwei Griinden bedauerlich: auf der einen Seite sind gerade Amino- 
sauren, die innerhalb einer Eiwei8kette nur einmal oder nur selten vorkommen, 
fiir die Sequenzfestlegung in den entsprechenden Teilen der Ketten besonders 


wichtig; zum anderen neigt F. O. Schmitt1® dazu, tyrosinhaltigen ,,Schwainzen“ 
des Tropokollagenmolekiils eine besondere Bedeutung fiir die Langsverkniipfung 


17 K. Hannig, Clinica chim. Acta 4, 51 [1959]. 
18 F.O.Schmitt, Rev. mod. Physics 31, 349 [1959]; F.O.Schmitt u. 
A. J. Hodge, Leder 11, 74 [1960]. 
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zur Fibrille zuzuschreiben. Auch war das erste langkettige Peptid Sr mit prolin- und 
hydroxyprolinhaltigem ,,Mittelstiick“‘ — das bei den neuen Abbauversuchen mit 
einheitlichem Trypsin erwartungsgemé8 nicht mehr auftrat (s. 0.) — gleichfalls 
tyrosinhaltig. 


b) Endgruppenbestimmungen und Sequenzermittlungen 
Soweit die vorhandenen Substanzmengen es zulieSen, wurden an den 


einheitlichen Peptiden Endgruppenbestimmungen nach Sanger?!® und 
Akabori?® — zum Teil quantitativ — durchgefiihrt. In Tab. 3 sind die 


Tab. 3. Endruppen und Molekulargewichte einiger aus dem tryptischen Abbau von 
Prokollagen gewonnener Peptide. 

















Fraktion | See | 8, | 8, | S; | Nivi | Nive | Nivs | Niva | Nvre 

N-terminal Gly | Gly | Gly | Gly | Gly | Gly | Gly | Gly | Gly 

C-terminal Arg | Arg | Lys | Arg | 2 Lys} 2Lys|1 Lys} Lys | Arg 
1 Arg | 1 Arg | 2 Arg 

Ketten-Gew. 

aus End- 

gruppenbest. 1200 | 2300 | — | 3350] 870 | 1700 | 1100 | 1200 | 2400 

Mol.-Gew. 

aus Amino- 


























siureanalyse 1321 | 6528 | 5528 | 3468 | 2499 | 4915 | 3330 | 4630 | 6936 



































Fraktion Nvir Nvrg1|Nvrga{Nvrit | Nvii | Nvrv Nvrw| B, Bor 

N-terminal Gly | Gly | Gly | Gly | Gly | Gly | Gly | Gly | Gly 

C-terminal 2Lys| Arg | Arg | Arg | 1 Lys|2Lys| Lys | Arg | 2 Lys 
1 Arg 2 Arg | 1 Arg 1 Arg 

Ketten-Gew. 

aus End- 

gruppenbest. 2300 | 3450 | — | 1600 | 3000 | 1700 | — — | 1420 

Mol.-Gew. 

aus Amino- 

siureanalyse 7722 {10035 | 4354 | 5234 | 9013 | 5840 | 5913 | 368 | 4670 














Ergebnisse zusammengestellt. Fiir diejenigen Peptide, an denen die 
Endgruppenermittlung quantitativ durchgefiihrt werden konnte, ist 
auch das aus dieser Bestimmung errechnete Kettengewicht angefiihrt. 
Zum Vergleich sind auch die aus den Aminosiureanalysen (Tab. 2). er- 
rechneten Mindestmolekulargewichte mit eingetragen. Nur in zwei Fallen 
(Sgg und S,) stimmt die aus der Aminosiureanalyse ermittelte Ketten- 
linge der Peptide mit dem aus der quantitativen Endgruppenbestimmung 

19 F. Sanger, Biochem. J. 39, 507 [1945]. 

20 §. Akabori, K. Ohnou. K. Narita, Bull. chem. Soc. Japan 25, 214 [1952], 

6* 
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abgeleiteten Molekulargewicht iiberein. In fast allen anderen Fallen ist 
das aus der Aminosiureanalyse abgeleitete Mindestmolekulargewicht 
innerhalb der experimentellen Fehlerbreite recht genau dreimal so groB 
wie die aus der Endgruppenbestimmung abgeleitete Kettenlange. Dieser 
Befund wird unten diskutiert. Eine Ausnahme bildet die Fraktion Nyy 4, 
hier betragt das Verhaltnis 1:4. 

Soweit die Ausbeuten der in Tab. 3 aufgefiihrten Peptide ausreichten, 
wurden enzymatische Abbauversuche mit geeigneten Exopeptidasen 
unternommen. Dabei war es in den meisten Fallen schwierig, die Sequenz 
der Aminosiaurereste eindeutig festzulegen, da oft mehrere Aminosauren 
mit gleicher oder sehr ahnlicher Geschwindigkeit durch das eingesetzte 
Enzym abgespalten wurden (s. u.). 

In Tab. 4 sind 10 auf ihre Sequenz niher untersuchte Peptide zu- 
sammengestellt. Wahrend die ohne Klammer stehenden Aminosaurereste 
in ihrer Sequenz eindeutig festgelegt werden konnten, wurden die inner- 


Tab. 4. Konstitution von Abbaupeptiden des Prokollagens. 
1. Prolinfreie stark polare Peptide 
B,: H-Gly-His-Arg-OH 
Ss.: H-Gly-Asp-Glu-Gly-Hylys-[3Gly, Thr, 2Glu, Asp]-Arg-OH 
2. Prolin- und hydroxyprolinhaltige Peptide 





var 4Hypro, 14Gly, 5 Ala J 
[svar 2Leu, Phe, 7Ser, 

= Tyr, Met, 3 Asp, 3 Lys, 
: Arg, 2Glucosamin | 


-Lys-OH 


H-Gly- Pro, 8Hypro, 15G1 -Arg-OH 

S,: H-Gly-| Gly, Ser, 2Asp, Glu )- E ap vig ety 4 y> | Arg-OH 
1 H- Gl (a 2 Ala, Glu, 13 Asp, Arg -Arg-OH 

: 7 Pro, 2Hypro, 11Gly, 

85: Haiy-( Asp, Glu, Ala )- [; Als 2Ant Balla, Ay ]-xe01 
H-Gly- [Pro, 2Hypro, 7Gly, Ala ]“Lys-OH 

Nivi: H-Gly- («v. Ser, Glu, Ala )- hy eg tg # |: OH 
H-Gly- | Val, 2Ser, 2 Asp, 2Glu -Arg-OH 

H-Gl r10Pro, 2Hypro, 13Gly, -Lys-OH 

Sisys: eee (3s. 4Als, 2Glu, )- 2 Ala, Val, Ser, Asp, 4Glu, |-t-0n 
H-Gly- [2 Lys, Arg -Arg-OH 

Nive: HGP. (Gly, Ala, Ser, _[5Pro, Hypro, 8Gly, Ala, ay OH 
7 ae “Gly. "\ Thr, 3Glu, Asp Ser, 2Val, Asp, 2Glu “arg-OH 
H-Gly- 14Pro, 12Hypro, 29Gly, -Lys-OH 

Nyii: H-Gly-{ Gly, Ala, 2Glu, Asp |—/]9Ala, 2 Val, 4Leu, 2 Phe, -Arg-OH 

y-| Gly P 

H-Gly 48Ser, 9Glu, 2 Asp, Lys -Arg-OH 

H-Gly- 5 Pro, 4Hypro, 18Gly, 7 Ala] -Lys-OH 

Nviv: H-Gly-| Gly, Glu, Ala, Ser —|2Val, Leu, 2Phe, 3Ser, -Lys-OH 

y-| Gly. 
H-Gly- 2Thr, 4Asp, 5Glu,2Lys j-Arg-OH 





r H.Gly-( Al Ser, Glu 
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halb der runden Klammer stehenden Aminosiiurereste zwar durch 
enzymatischen Abbau identifiziert, jedoch konnte ihre Sequenz nicht 
eindeutig festgelegt werden. Die in den eckigen Klammern stehenden 
Aminosauren gehéren dem nicht angegriffenen Restpeptid an. 

Peptid B, ist auf Grund der Aminosiureanalyse ein Tripeptid aus 
Glycin, Histidin und Arginin (vgl. 1. c.1). Da N-terminal Glycin, C-ter- 
minal Arginin gefunden wurde, kann nunmehr die Sequenz Gly-His-Arg 
eindeutig festgelegt werden. 

Peptid S,, besteht aus 13 Aminoséureresten, von denen Arginin 
als carboxylendstindig und Glycin als aminoendstindig identifiziert 
werden konnte. Dieses Peptid besteht sicher nur aus einer Kette, was 
auch der Abbau mit Aminopolypeptidase bestatigt, beidem nacheinander 
Glycin, Asparaginsiure, Glutaminsiure, Glycin und Hydroxylysin auf- 
treten. 

Die Peptide B, und Sgg enthalten weder Prolin noch Hydroxyprolin, 
dagegen iiberwiegt der Gehalt an Diamino- und Dicarbonsiuren. 

Peptid S, besteht auf Grund der quantitativen Endgruppenbestim- 
mung wahrscheinlich aus drei Ketten. Nach Abspaltung des carboxyl- 
endstindigen Arginins mittels Carboxypeptidase B konnte durch Carb- 
oxypeptidase A noch Alanin nachgewiesen werden. Beim enzymatischen 
Abbau mit Aminopolypeptidase traten vier Glycin, zwei Asparaginsauren, 
sowie ein Serin und Glutaminsiure auf. Das nicht aufgeklirte Mittelstiick 
enthielt, abgesehen von einem Alanin, 15 Glycin, 15 Prolin + Hydroxy- 
prolin und 15 polare Aminosiuren. 

Peptid S, besteht, wie die Endgruppenbestimmungen zeigten, aus 
einer Kette; mit Aminopolypeptidase konnten auBer Glycin noch je eine 
Asparaginsaure und Glutaminsiure sowie ein Alanin abgespalten werden. 

Peptid Niyi gehért ebenfalls noch zu den ziemlich stark polaren 
Peptiden. Die Endgruppenbestimmung nach Akabori ergab die Amino- 
siuren Arginin und Lysin im Verhiltnis 1:2. Da nach Sanger etwa 
3 Mol Glycin als aminoendstandig festgelegt werden konnten, besteht 
auch dieses Peptid aus drei Ketten; mit Aminopolypeptidase wurden 
4 Glycin und je ein Mol Serin, Glutaminsiure und Alanin abgespalten. 
Das nicht aufgeklirte Mittelstiick enthalt nur ein Prolin und zwei 
Hydroxyprolin, jedoch keine Basen. 

Peptid Njy2 besteht offenbar ebenfalls aus drei Ketten. N-terminal 
wurden 3 Glycinreste, C-terminal Arginin und Lysin im Verhiltnis 1:2 
gefunden. Der Abbau mit Aminopolypeptidase ergab 7 Glycin-, 4 Alanin-, 
2 Glutaminsiure- und 2 Asparaginsaurereste. 

Auch Peptid Ny; zeigte C-terminal die Aminosiauren Arginin und 
Lysin im Verhialtnis 2:1 und N-terminal 3 Mol Glycin. Durch Aminopoly- 
peptidase konnten 4 Glycin- und 3 Glutaminsiurereste, 1 Asparaginsiure 
und je 1 Alanin, Serin und Threonin abgespalten werden. 

Peptid Nyy) enthalt C-terminal die Aminosiuren Arginin und Lysin 
im Verhialtnis 2:1, die Aminoendgruppenbestimmung nach Sanger er- 
gab 3 Glycinreste, so daB auch dieses Peptid als Dreierkette vorliegen 
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muB. Der enzymatische Abbau vom Aminoende her ergab die Amino- 
siuren Glycin (4), Glutaminsaure (2), Alanin (1) und Asparaginsaure (1). 
Im nicht erfaBten Restpeptid stehen 26 Iminosiuren. 

Peptid Nyzy besteht auf Grund der Endgruppenbestimmungen 
(C-terminal: Arginin und Lysin 1:2, N-terminal: 3 Glycin) aus drei Ket- 
ten. Mit Aminopolypeptidase lieBen sich 4 Glycin, eine Glutaminsiure 
und je ein Alanin und Serin abspalten. Von den 9 vorhandenen Imino- 
siiuren wiirden auf jede Kette drei entfallen. 

Peptid Ny,y zeigte C-endstindig nur 1 Lysin, N-terminal 1 Glycin. 
Am Aminoende folgten beim enzymatischen Abbau dem Glycin die 
Aminosauren Serin, Glutaminsiure und Alanin. Die Zahl der Imino- 
siiuren betrigt hier 7. Auffallend ist bei diesem Peptid die Anwesenheit 
von Glucosamin. 

Die Sequenzuntersuchungen in den mittelstindigen Restpeptiden bereitet mit 
den bisher méglichen Methoden groBe Schwierigkeiten. Sie ist jedoch durchfiihrbar 
durch eine Spaltung mit Kollagenase. Uber diesbeziigliche Versuche wird an anderer 
Stelle berichtet#!*2. Die erhaltenen kleineren Bruchstiicke kénnten dann mit Pro- 
linase und Prolidase weiter aufgespalten werden. 


Diskussion 

Obwohl eine Totalerfassung simtlicher tryptischer Abbaupeptide 
bzw. aller Aminosiuren des Kollagens in dem beschriebenen Abbauver- 
such nicht gelang und nach Lage der Dinge auch nicht gelingen konnte, 
sind die vorliegenden Ergebnisse immerhin ausreichend, um eine Reihe 
recht grundsatzlicher Einblicke in die chemische Struktur des Kollagens 
zu ermoglichen. 

Aus den Aminosiureanalysen (Tab. 2) ist ersichtlich, daB alle unter- 
suchten Abbaupeptide bis auf drei mengenmaBig nicht ins Gewicht fal- 
lende Ausnahmen (Nz a, Nyrw, Bgag) je ein Drittel ihrer Aminosauren in 
Form von Glycin enthalten, was, wie schon friiher gefunden", fiir eine 
gleichmaBige Verteilung des Glycins iiber das ganze Kollagenmolekiil 
spricht. Die naheliegende Vorstellung, dai Glycin regelmaBig an jeder 
dritten Stelle der Kette wiederkehre, lai Bt sich trotzdem — mindestens 
fiir die ungeordneten Bereiche — nicht aufrechterhalten. Dem wider- 
spricht schon die Isolierung von Peptiden, in denen zwei Glycinreste un- 
mittelbar miteinander verkniipft oder nur durch eine Aminosiure ge- 
trennt vorliegen, wie durch Schroeder und Mitarbeiter®? sowie von 
uns®!° gezeigt werden konnte. Andererseits wurden aber auch Peptide 
gefunden, in denen wenigstens vier Sequenzen (S;, Nyzw) oder sogar fiinf 
Sequenzen (Peptid S; »*) ohne Glycin auftraten. 

Ordnet man die auf ihre Aminosiurezusammensetzung untersuchten 
Peptide nach ihrem Gehalt an stark polaren Aminosiuren an, wie es in 
der Tab. 2 geschehen ist, so kann man eine gewisse Gegenliufigkeit des 
Gehaltes an Iminosiuren zu dem der polaren Aminosiuren feststellen. 

21 W.GraBmann, A. Nordwig u. H. Hérmann, diese Z., im Druck. 

22 W.GraBmann,K. Hannig, P. Pollaku. A. Nordwig, in Vorbereitung. 


23 W. A. Schroeder, L. M. Kay, J. Le Gette, L. Honnen u. F.C. Green, 
J. Amer. chem. Soc. 76, 3556 [1954]. 
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Damit bestitigt sich auch hier wieder das Vorliegen apolarer Bereiche 
(,,interbands“‘), die reich an Prolin und Hydroxyprolin sind (z. B. Peptid 
N;,: 2 polare Aminoséuren, 11 Iminosiuren), wihrend andere Bereiche 
arm an Iminosiuren, jedoch reich an Diamino- und Dicarbonsiuren sind 
(,,bands‘*) (z. B. Peptid Sgg: 7 polare Aminosauren, keine Iminosiuren). 

Auch ist aus der Zusammenstellung der Aminosauren schon ersicht- 
lich, daB es innerhalb der polaren Bereiche ausgesprochen basische und 
ausgesprochen sauere Bereiche geben muB. In die basischen Bereiche 
wiren z. B. die Peptide B, (2 Diaminosiuren, keine Dicarbonsiuren), 
Bs3a2 (9 Diaminoséuren, keine Dicarbonséiuren) und B3¢3 (7 Diamino- 
siuren, keine Dicarbonséuren) einzuordnen. Vorwiegend saueren Charak- 
ter haben dagegen z. B. die Peptide S, (17 Dicarbonsiuren, 4 Diamino- 
siuren) und Nj; ye (7 Dicarbonsiuren, keine Diaminoséuren). 

Aber auch innerhalb der einzelnen Peptide lassen sich auf Grund der 
enzymatischen Abbauversuche (Tab. 4) bereits Bereiche mit vorwiegend 
apolarem, polarem, sauerem oder basischem Charakter erkennen. So 
befinden sich z. B. im enzymatisch nicht erfaBten Mittelstiick des Peptids 
Nivy3 sechs Prolin + Hydroxyprolin, die zusammen mit zwélf weiteren 
neutralen, kurzkettigen Aminosiuren (Glycin, Alanin, Serin, Valin) 
einem apolaren Bereich angehéren kénnten, wihrend sich unter den 
ersten neun Aminosiuren vom Aminoende her vier Dicarbonsiuren be- 
finden, so daB dieser Bereich des Peptides ausgesprochen saueren Cha- 
rakter besitzt. Auch bei dem Peptid Ny; besitzt das Aminoende stark 
saueren Charakter (von sechs Aminosiuren sind drei Dicarbonséuren) 
wihrend im unaufgeklirten Mittelstiick 26 Prolin + Hydroxyprolin 
stehen. Im unaufgeklirten Teil der Fraktion Ny ;,, stehen sechs basischen 
Aminosiiuren nur drei sauere Aminosiuren gegeniiber, so daB hier ein 
basischer Bereich vermutet werden kénnte. 

Dariiber hinaus konnte in anderen Arbeiten an unserem Institut der Nachweis 
von apolaren Bereichen innerhalb der Kollagenfaser, in denen Glycin, Prolin und 
Hydroxyprolin angereichert sind, durch nacheinanderfolgende Einwirkung von 
Trypsin, Chymotrypsin, Carboxypeptidase A und B und Aminopolypeptidase ge- 
fiihrt werden?2, Durch einen solchen enzymatischen schrittweisen Abbau kann man 
die prolinfreien Bereiche weitgehend zerstéren und Peptidgemische von einer 
mittleren Kettenlinge von sechs Aminosauren erhalten, die etwa 30 Mol Prolin + 
Hydroxyprolin und 33 Mol Glycin pro 100 Mol Aminosauren enthalten®. 

Die Endgruppenbestimmungen an den einheitlichen Peptiden 
(Tab. 3) ergaben fiir das Aminoende ohne Ausnahme Glycin, wihrend C- 
terminal ausschlieBlich Arginin und Lysin gefunden wurden; Hydroxy- 
lysin wurde bis jetzt in keinem Fall am Carboxylende angetroffen. Es 
sind also beim tryptischen Abbau von Kollagen nur Bindungen zwischen 
der Carboxylgruppe dieser beiden Basen und der Aminogruppe des Gly- 
cins gespalten worden. 

Diese fiir Trypsin spaltbaren Bindungen entsprechen aber nur etwa 
60°% des vorhandenen Arginins und Lysins. Die iibrigen Bindungen, an 
denen die beiden basischen Aminosiuren mit ihren Carboxylgruppen be- 
teiligt sind, sind vollkommen trypsinresistent, und zwar auch bei wieder- 
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holter Einwirkung des Enzyms. In den isolierten Peptiden findet man den 
entsprechenden Anteil der beiden Basen mittelstandig in einer Verkniip- 
fungsart, die von Trypsin nicht angegriffen wird. Wahrscheinlich liegt 
hier eine Bindung an den Iminostickstoff des Prolins und Hydroxy- 
prolins vor, denn Peptidbindungen dieses Typs erwiesen sich, wie 
Grimm* durch Spaltversuche an geeigneten synthetischen Substraten 
nachweisen konnte, als trypsinresistent. Die Mengen an Prolin und 
Hydroxyprolin sind in jedem Fall ausreichend, um diese Hypothese zu 
stiitzen; ist sie richtig, so waren Lysin und Arginin mit ihren Carboxyl- 
gruppen nur entweder an Glycin oder an Prolin bzw. Hydroxyprolin ge- 
bunden, was fiir eine gewisse RegelmaBigkeit im Molekiilbau sprechen 
wiirde. 

Uberraschend waren die Ergebnisse der quantitativen Endgruppen- 
bestimmungen (Tab. 3). Bezogen auf das aus der quantitativen Amino- 
siureanalyse abgeleitete Mindestmolekulargewicht, weisen sehr viele 
Peptide drei Aminoendgruppen — immer Glycin — und drei Carboxyl- 
endgruppen — haufig Arginin und Lysin im Verhiltnis 2:1 oder umge- 
kehrt — auf. Z. B. ergibt sich fiir das Peptid Ny; aus der Aminosaure- 
analyse ein Mindestmolekulargewicht von 9013, waihrend die Aminoend- 
gruppenbestimmung nach Sanger unter Zugrundelegung dieses Mole- 
kulargewichtes drei (genau 2,9) aminoendstiindige Glycin ergibt. Die C- 
terminale Aminoséurebestimmung nach Aka bori ergab fiir dieses Peptid 
pro angenommenes Mindestmolekulargewicht zwei Arginin und ein 
Lysin. Auf Grund dieses Befundes kann man annehmen, daB die Fraktion 
Nyy; aus drei Ketten besteht, die durch intermolekulare Bindungen mit- 
einander verkniipft sind. Ahnliche Ergebnisse erhielten wir bei den Pep- 
tiden S,, Niy1, Nive, Nivs, Nvre, Nvir, Nvrgi, Nvriit, Nvry und Bs;. 

Lediglich das mengenmaBig zuriicktretende Peptid Niv4 (8%) weicht von 
dieser Regel ab. Hier ist das Verhaltnis zwischen dem aus der Aminosaureanalyse 
ermittelten Mindestmolekulargewicht und der aus der Endgruppenbestimmung 
abgeleiteten Kettenlinge gréBer als drei. Hier miiBte also ein Assoziat aus mehr als 
drei Ketten vorliegen. 

Die Annahme von Dreierketten in den Abbangugtilinas wird weiter 
durch folgende Befunde gestiitzt: 

1. Der Verlauf der tryptischen Spaltung des Prokollagens auf Grund 
der quantitativen Bestimmung der freigesetzten Bindungen (vgl. Abb. 1) 
148t unter Zugrundelegung eines Molekulargewichtes von 360000 fiir das 
Kollagen Peptide mit einer durchschnittlichen Kettenlinge von etwa 
18 Aminoséuren erwarten. Das auf Grund der Aminosaureanalyse tat- 
sichlich gefundene durchschnittliche Mindestmolekulargewicht aller 
analysierten Peptide entspricht dagegen etwa 60 Aminosiuren (vgl. 
Tab. 2); dies ist etwa das Dreifache des erwarteten Wertes. 

2. Beim enzymatischen Abbau derjenigen isolierten Peptide, die ver- 
mutlich aus drei Ketten aufgebaut sind, werden mit Aminopolypeptidase 
mehrere Aminosiuren mit gleicher oder ahnlicher Geschwindigkeit ab- 


a L. Grimm, Dissertation, Universitat Miinchen 1960. 
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gespalten. Bei Peptiden aus einer Kette ware dies nur ausnahmsweise zu 
erwarten. 


3. Bei den meisten enzymatisch untersuchten Peptiden (vgl. Tab. 4) 
ist in denjenigen, fiir die eine Dreierkette angenommen wird, die Summe 
von Prolin + Hydroxyprolin durch 3 teilbar, d. h. die Zahl der Imino- 
siuren lit sich ohne weiteres auf die drei Ketten verteilen. 

So betragt die Summe von Prolin und Hydroxyprolin im Peptid 
S, 15 (auf jede Kette fiinf). In Bezug auf die polaren Aminosiuren des 
Mittelstiicks, deren hoher Gehalt bei diesem Peptid auffallt (15!), wiirden 
sich die drei Ketten darin unterscheiden, daB in einer von ihnen eine der 
vorhandenen fiinf saueren Aminosiuren durch die Base Arginin er- 
setzt ist. 

Die Zahl der Iminosauren in den Peptiden Nyy; (3), Nivz (6), S; (9), 
Nive (12) ist ebenfalls durch 3 teilbar. Ausnahmen bilden die Peptide 
Nyrw (7 Prolin +- Hydroxyprolin) und Ny;; (26). Auch fiir die nicht niher 
in ihrer Sequenz untersuchten Peptide Nyigi, Nyrg2 und Nyry gilt die 
Teilbarkeit durch drei. 


Gegen die Annahme, da8 in den isolierten Abbaupeptiden die ur- 
spriingliche Dreierspirale des Kollagens noch erhalten sei, wie sie das 
von Rich und Crick*> auf Grund der Réntgenstrukturbefunde aufge- 
stellte Modell verlangt, kann eingewendet werden, daB nach den Vor- 
stellungen amerikanischer Autoren**?¢ schon bei der Hitzedenaturierung 
des Prokollagens, die notwendig ist, um das Kollagen dem tryptischen 
Abbau zugianglich zu machen, eine ,,Entfaltung“‘ der Kollagenmolekiile, 
also eine Trennung der Dreierpeptidkette eintritt. Diese Annahme wird 
im wesentlichen auf physikalische Messungen gestiitzt, insbesondere auf 
die starke Verminderung der optischen Drehung, die bei der Hitzedena- 
turierung beobachtet wird. Wenn sich die Auffassung der amerikanischen 
Autoren bestatigt, dann miiBten die isolierten Dreikettenpeptide sich 
sekundaér aus zunichst einkettigen Peptiden gebildet haben. Unsere 
Ergebnisse waren dann ein Beleg fiir die derartigen prolin- und hydroxy- 
prolinhaltigen Peptiden innewohnende Tendenz zur Anordnung zu Drei- 
kettensystemen. 


Fir die Méglichkeit einer Wiederzusammenlagerung nach der De- 
naturierung sprechen inzwischen bekannt gewordene Untersuchungen 
von Harrington und v. Hippel?’ sowie von Veis und Cohen”®. Letz- 
tere konnten aus hitzedenaturierten Tropokollagenlésungen nach Ab- 
kiihlung Kollagenfasern erhalten, die eine dem nativen Kollagen ahn- 
liche elektronenmikroskopische Querstreifungsperiode von 610 A auf- 


25 A, Rich u. F. H.C. Crick, Nature [London] 176, 915 [1955]. 

26 P.M.v. Hippel u. W.F. Harrington, Biochim. biophysica Acta 
[Amsterdam] 36, 427 [1959]. 

27 W. F. Harrington u. P. M.v. Hippel, im Druck. Fir die Uberlassung 
des Manuskriptes sind wir den Autoren dankbar. 
28 A. Veis u. J. Cohen, Nature [London] 186, 720 [1960]. 
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weisen, aber in ihren Eigenschaften wohl nicht vollig mit nativem 
Kollagen tbereinstimmen. 

Die auf Grund einer solchen Sequenz unter der Annahme einer Drei- 
kettenanordnung und unter Zugrundelegung des Modells von Rich und 
Crick®® errechneten Lingen der ,,Interband-Bereiche“ stehen in ver- 
niinftiger Beziehung zum elektronenmikroskopischen Bild. Es errechnet 
sich z. B. fiir Peptid Nyy; eine ,,Interband-Lange“ von 17 A, fir Nive 
von 34 A und fiir 8, von 45 A. Im elektronenmikroskopischen Bild der 
sog. ,,Long-spacing-Segmente‘?®, deren Querstreifenmuster nach den Er- 
gebnissen von F. O. Schmitt?® in einem unmittelbaren Zusammenhang 
mit der Aminosauresequenz stehen, findet man Hellstreifen von 15—45 A. 
Die Unterbringung der gefundenen apolaren Mittelbereiche bereitet so- 
mit keine Schwierigkeiten. 

Ahnliche Uberlegungen kénnen fiir die polaren Bereiche angestellt 
werden. In diesem Fall wird eine Zuordnung noch dadurch erleichtert, 
daB man, wie dies Kiihn, GraBmann und Hofmann®® in ihren letzten 
Arbeiten gezeigt haben, Bereiche mit einer Anhaufung basischer oder 
sauerer Aminosduren durch besondere Anfirbetechnik elektronenmikro- 
skopisch festlegen kann. 

Fir zukiinftige Arbeiten mit dem Ziel der Sequenzermittlung an 
Kollagenmaterialien erscheint es nach den Erfahrungen der vorliegenden 
Arbeit zweckmaBig, das Molekiil zunaichst in wenige groBe Bruchstiicke 
aufzuspalten und an diesen getrennt tryptische Abbauversuche durch- 
zufiihren. Dieser Weg miiBte die schwierige Auftrennung der Abbau- 
peptide erleichtern und ihre Isolierung in gréBeren Ausbeuten ermég- 
lichen. Am erfolgversprechendsten erscheint der Weg, die nach milder 
Hitzedenaturierung von Kollagenlésungen entstehenden Komponenten 
mit der Bezeichnung «- und £-Kette**! zu isolieren® und Sequenzunter- 
suchungen an diesen Komponenten durchzufiihren. 


Beschreibung der Versuche 


1. Abbau mit Trypsin 


Die Abbauversuche wurden unter den gleichen Bedingungen durchgefiihrt, 
wie wir dies in unserer ersten Mitteilung! beschrieben haben, nur mit dem Unter- 
schied, daB wir im vorliegenden Fall ein elektrophoretisch gereinigtes und von 
Chymotrypsin véllig befreites Trypsinpriparat verwendeten®. 


209 F.O.Schmitt, J. Grossu. J. H. Highberger, Proc. nat. Acad. Sci. USA 
39, 459 [1953]. 

30 K. Kiihn, W.GraBmann u. U. Hofmann, Z. Naturforsch. 18b, 154 
[1958]; 14b, 436 [1959]; K. Kiihn, U. Hofmann, W.GraBmann u. E. Geb- 
hardt, Naturwissenschaften 45, 521 [1958]. 

31 V.N. Orechovich u. V. O. Shpikiter in G. Stainsby, Recent Advances 
in Gelatine and Glue Research, S. 87, Pergamon Press, New York 1958. 

32 V.N. Orechovich y. V. O. Shpikiter, Biochemie [Russ.] 28, 286 [1958]; 
K. A. Piez, E. Weiss u. M.S. Lewis, J. biol. Chemistry 285, 1987 [1960]. 
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2. Auftrennung des Abbaugemisches in der praparativen kontinuier- 
lichen Elektrophoreseanordnung® (Elphor-VaP) 

Zur Trennung wurden insgesamt 62 g Peptidgemisch (pro Tag 3 g, gelést in 
20 ml Puffer) kontinuierlich der Trennapparatur zugefiihrt. Als Tragermaterial 
diente der Filtrierkarton Binzer 230. Bei Verwendung eines Pyridin-Eisessig-Wasser- 
Puffers (110 cm* Pyridin + 80 cm® Eisessig auf 3017 Wasser) vom px4,9 betrug die 
angelegte Spannung 1200 V bei 175 mA, bei Verwendung von 0,5n Essigsaéure 
(pH 2,4) 1250 V bei 150 mA. Die Temperatur im Inneren der Kammer wurde auf 
18° konstant gehalten. 


3. Siulenchromatographische Trennung der Prokollagenpeptide nach 
elektrophoretischer Gruppentrennung bei pH4,9 und py2,4 


Im allgemeinen betrug die Lange der mit einem Heizmantel versehenen Saulen 
150 cm, ihr Durchmesser 20mm. Als Fiillmaterial diente der basische Ionen- 
austauscher Dowex 1 X 2 (200—400 mesh), der vor der Fiillung wie folgt prapariert 
wurde: Auf einer Nutsche G3 2mal mit ln Ammoniak waschen, iiber Nacht in 
5proz. Pyridin stehen lassen. AnschlieBend mit: Wasser waschen, bis die ablaufende 
Lésung neutral reagiert. Nach 30 Min. langem Behandeln des Austauschers in 
Eisessig auf der Nutsche mit Wasser bis zur Neutralitaét auswaschen. Das auf diese 
Weise praparierte Harz wird in einer 1 proz. Kollidinlésung, die man mit Eisessig 
auf p#8,0 gebracht hat, suspendiert und in die Saule gleichmaBig eingeschlemmt. 


Auf die nach obigen Angaben dimensionierte Siule kann man bis zu 60 ~Mol 
Peptid auftragen; die Arbeitstemperatur betragt 35°. Die verwendeten Elutions- 
mittel gehen aus dem folgenden Schema hervor: 


1. fiir die saueren und die Neutralfraktionen 


1. 1 proz. Kollidin (pH 8,0*; 1 Tag) direkt auf die Saule; 

2. 0,1n Essigsaure (1 Tag), itiber ein Puffer-Mischgefaé8, enthaltend Iproz. 2.4- 
Lutidin/1 proz. 2-Picolin/1 proz. Pyridin 1:1:1; 

3. 1,0n Essigsiure (1 Tag) iiber das Puffer-MischgefaB ; 

4. 2,0n Essigsaéure (2 Tage) iiber das Puffer-Mischgefas ; 

5. 2,0n Essigsaure, direkt auf die Saule. 


2. fiir die basischen Fraktionen 
. lproz. Kollidin (py 9,0**; 1 Tag), direkt auf die Saule; 
. lproz. Kollidin (pH 8,6**; 1 Tag), direkt auf die Saule; 
3. 0,1n Essigséure (1 Tag), iiber ein Puffer-MischgefaéB, enthaltend 
lproz. Kollidin/1 proz. Pyridin/1 proz. Lutidin 1:1:1; 
4. 1,0n Essigsaéure (1 Tag) iiber das Puffer-MischgefaB ; 
. 2,0n Essigsiure (2 Tage) iiber das Puffer-MischgefaB ; 
6. 2,0n Essigsiure direkt auf die Saule. 


* py mit Essigsiure eingestellt. 
** py mit Propionsiure eingestellt. 


nso = 


Or 


Als Puffer-Mischgefé8 wurde eine mit Magnetriihrer versehene 2-l-Flasche 
verwendet. 

Zum Regenerieren des Ionenaustauschers wird das Harz auf der Nutsche mit 
Eisessig gewaschen. Nach Durchspiilen mit Wasser bis zur Neutralreaktion kann 
der Austauscher wieder verwendet werden. 

Die Elutionsgeschwindigkeit betrug 30 ml/Stde., beim Rechromatographieren 
20 ml/Stde. Die Eluate wurden mit Hilfe von Fraktionssammlern in Portionen von 
6 ml aufgefangen. 
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4. Entsalzen der siulenchromatographisch getrennten Peptide an 
»sephadex‘!> 


Das trockene Sephadex-Pulver wird zunachst mit 0,05m NaCl-Lésung ver- 
rihrt. Nach dem Sedimentieren dekantiert man die in der iiberstehenden Lésung 
befindlichen Teilchen ab. Die verbleibende Suspension wird zur Séulenfiillung 
verwendet. Nach Fiillung der Saule spiilt man mit Wasser so lange nach, bis die 
austropfende Flissigkeit salzfrei ist. Das zu entsalzende Peptid wird aufgetragen 
und mit dest. Wasser eluiert. Die basischen Fraktionen werden besser durch Elution 
mit 0,3n Essigsiure entsalzt. 






5. Papierchromatographische Trennung der Prokollagenpeptide mit 
nachfolgender Elution 


Die nach der Trennung an der Ionenaustauschersaule noch nicht einheitlichen 
Fraktionen wurden fiir einen letzten Reinigungsschritt auf dem Chromatographie- 
papier Binzer Nr. 208 auf einen 25cm langen Strich (30—40 mg Peptid) auf- 
getragen. Als Laufmittel diente Butanol/Pyridin/Eisessig/Wasser 4:4:1:5. Nach 
dem Chromatographieren wurden jeweils in Laufrichtung zwei Streifen ausge- 
schnitten, mit Ninhydrin angefairbt und fiir die Markierung der zu eluierenden 
Abschnitte auf den nicht angefirbten Bogen verwendet. Die Elution erfolgte mit 
0,5n Essigséure. 


6. Die Priifung der Peptide auf Hinheitlichkeit 


wurde mit Butanol/Eisessig/Wasser 4:1:5, Phenol/Kresol/Wasser 1:1:2 und 
Butanol/Pyridin/Hisessig/Wasser 4:4:1:5 aufsteigend auf dem Papier Binzer 
Nr. 208 oder Schleicher & Schill 2043b durchgefiihrt. Angefarbt wurde mit 
Ninhydrin und Amidoschwarz 10b. 


7. Quantitative Aminosaiureanalyse 


Alle in Tab. 2 aufgefiihrten Aminosiureanalysen wurden in der von Hannig?’ 
in Anlehnung an die Veréffentlichung von Spackmann, Stein und Moore* 
entwickelten Apparatur ausgefihrt. Die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse in 
dieser Anordnung liegt bei +- 3% vom Wert. Die vollstandigen Analysenergebnisse 
von zwei als Beispiel herausgegriffenen Fraktionen mit den gefundenen Verhilt- 
nissen sind in Tab. 5 und 6 aufgefiihrt. 

Ahnliche im wesentlichen ganzzahlige stéchiometrische Verhaltnisse wurden 
auch bei den iibrigen Analysen erhalten. : 


Tab. 5. Aminosaéureanalyse des Peptides 8... 











Aminosaure Mol % Verhaltn. | Abger. Werte 
Gly 34,8 13,0 13 
Ala 7,5 2,9 3 
Pro 8,8 3,2 3 
Hypro 6,0 o2 4 
Asp 16,1 6,0 6 
Glu 12,7 4,8 5 
Lys 5,0 1,9 2 
Arg 9,1 3,3 3 
Summe 100,0 37,3 BY | 











33D. H. Spackmann, W. H. Stein u. St. Moore, Federation Proc. 15, 358 
[1956]; Analytic. Chem. 30, 1190 [1958]. 
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Tab. 6. Aminosdureanalyse des Peptides Nviv. 











Aminosaure Mol % Verhaltn. | Abger. Werte 
Gly 34,0 21,9 22 
Ala 11,8 7,9 8 
Val 3,3 2,1 2 
Leu 1,0 0,8 1 
Phe 2,6 1,8 2 
Ser 6,7 4,2 4 
Thr 3,3 2,1 2 
Pro 7,8 5,0 5 
Hypro 6,2 3,9 4 
Asp 6,2 3,9 4 
Glu 9,7 6,1 6 
Lys 5,9 3,8 4 
Arg 1,5 1,0 1 
Summe 100,0 64,5 65 











8. Aminoendgruppenbestimmung nach Sanger!® 

Nach iblicher Umsetzung von 1—2 mg Peptid mit 2.4-Dinitro-fluorbenzol 
und anschlieBender Hydrolyse mit 6n HCl fiir 8 Stdn. bei 105° wurden die 2.4- 
Dinitrophenyl-(DNP)-Aminosauren in folgenden Lésungsmitteln chromatographiert : 

a) Pyridin/Isoamylalkohol/Wasser 25:28:21 nach Heyns und Kénigsdorf 

b) Phenol/Isoamylalkohol/Wasser 1:1:1 nach Biserte und Osteux 

c) 1,5m Phosphatpuffer vom p6,2 nach Levy 

Um die Aminoendgruppen-Bestimmung nach dieser Methode quantitativ 
durchzufiihren, wurden nach Trocknen der Chromatogramme die Flecken mit 
4m/ lproz. Hydrogencarbonat-Lésung eluiert und die Extinktion bei 360 mu 
gemessen. 

Testversuche haben ergeben, da8 nach Uberfiihrung des Peptids H-Gly-Phe- 
Ala-OH (als Testsubstanz) in die DNP-Verbindung die Ausbeute an DNP-Glycin 
nach der Hydrolyse des DNP-Peptids nur etwa 40% betragt. (Vgl. dazu auch z. B. 
Turba*‘), Dieser Wert wurde durch Kontrollversuche an dem Peptid H-Gly-Pro- 
Ala-OH mit guter Reproduzierbarkeit bestatigt. Die in Tab. 3 angefiihrten Werte 
sind auf eine 40proz. Ausbeute berechnet. 


9. Carboxylendgruppenbestimmung nach Akabori*® 
Nach der iiblichen Hydrazinolyse und Abtrennung der freien C-endstandigen 
Aminosiéure wurde diese zusammen mit einer unter gleichen Bedingungen be- 
handelten zu erwartenden Testaminosaéure in folgenden Laufmitteln chromato- 


graphiert : 
a) Phenol/Kresol/Wasser 1:1:2 
b) Phenol, mit 0,2proz. Ammoniak (gesatt.) 
c) Butanol/EHisessig/Wasser 4:1:5 


Fir die quantitativen Bestimmungen wurden die mit Ninhydrin entwickelten 
und in die Ninhydrin-Kupfer-Komplexe iibergefiihrten Flecke mit Methanol eluiert 
und die Extinktionen der Eluate bei 504 mu gemessen. In einigen Fallen wurde 
auch eine Direktbestimmung der C-terminalen Aminosiuren, die man vorher in die 
DNP-Derivate iibergefiihrt hatte, nach Heyns und Legler*> vorgenommen. 


34 F. Turba, Chromatographische Methoden der Proteinchemie, S. 286, 
Springer Verlag, Heidelberg 1954. 
35 K. Heyns u. G. Legler, diese Z. 305, 165 [1956]. 
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10. Enzymatischer Abbau mit Aminopolypeptidase 


Fir den stufenweisen Abbau der Aminoséuren vom Aminoende eines Peptides 
wurde eine von E. Weber** hergestellte Aminopolypeptidase aus Hefe verwendet. 

Es wurden soviel mg des zu untersuchenden Peptids in 0,2 ml m/30 Phosphat- 
puffer gelést, daB in 0,01 mi Lésung 0,05 «Mol Substanz enthalten sind. Das 
Substrat-Enzym-Verhaltnis soll 50:1 betragen. Wahrend des Abbaues bei 37° 
wurden in bestimmten Zeitabstéinden jeweils 0,01 m/ entnommen und in einer 
Breite von 3 cm strichformig auf ein Chromatographiepapier aufgetragen. Als Lauf.- 
mittel diente in den meisten Fallen Phenol/o-Kresol/Wasser 1:1:2. Nach An- 
farbung mit Ninhydrin wurden die Chromatogramme durch die Direktphotometrie 
bei 550 my ausgemessen. Durch Vergleich mit mitchromatographierten Testamino- 
siuren konnte der Abbau quantitativ verfolgt werden. 


1l. Enzymatischer Abbau mit Carboxypeptidase A und B 


Von dem zu untersuchenden Peptid wurden soviel mg in 0,2 mi Tris-[hydroxy- 
methyl ]-aminomethan-Puffer von pq7,4 gelést, daB in 0,01 mi 0,05 Mol Peptid 
enthalten sind. Weiter wurde, wie unter 10. beschrieben, verfahren. 


Fiir die experimentelle Mithilfe, insbesondere fiir die ivi eiaati der Amino- 
siureanalysen, danken wir Frl. R. Scharf. 


Zusammenfassung 


In Fortfiihrung friiher mitgeteilter Versuche’® zur Aminosiure- 
sequenz des Kollagens wurde Prokollagen mit elektrophoretisch gereinig- 
tem Trypsin enzymatisch abgebaut und das erhaltene Peptidgemisch 
durch aufeinanderfolgende Trennung mittels Elektrophorese, Siulen- 
chromatographie und Papierchromatographie aufgetrennt. Es konnten 
114 Peptide gewonnen werden, von denen 55 als elektrophoretisch, siulen- 
und papierchromatographisch einheitlich bezeichnet werden konnten. 
An 51 Peptiden wurden quantitative Aminosiurebestimmungen, an 18 
von ihnen Endgruppenbestimmungen — zum Teil quantitativ — und 
an 10 Peptiden Sequenzermittlungen durchgefiihrt. 

Im Gegensatz zu friiheren Versuchen!® (in denen ein noch Spuren 
von Chymotrypsin enthaltendes Trypsinpriparat fiir den Abbau ver- 
wendet wurde) traten erwartungsgemaiB am Carboxylende ausschlieBlich 
Lysin und Arginin auf. Am Aminoende wurde in fast allen dieser Peptide 
Glycin gefunden. 

Von unwesentlichen Ausnahmen abgesehen, enthalten alle isolierten 
Peptide etwa ein Drittel ihrer Aminosiuren als Glycin. Dies spricht fiir 
eine sehr gleichmaBige Verteilung des Glycins iiber das Kollagenmolekiil. 

Die Befunde der Aminosiuresequenz-Bestimmungen zeigen in ihrer 
Gesamtheit ein wechselweises Auftreten prolin- und hydroxyprolin- 
reicher, apolarer und an Iminosauren armer polarer Bereiche. In letzteren 
wurden teils vorwiegend basische, teils vorwiegend saure Bezirke ange- 
troffen. 

Damit konnten innerhalb der Kette mit chemischen und enzymati- 
schen Methoden Bereiche derjenigen Zusammensetzung nachgewiesen 
werden, wie man sie einerseits fiir die kristallin geordneten ,,Interbands“. 


36 KE. Weber, Diplomarbeit, Universitat Miinchen 1958; vg]. dazu W. GraB- 
mann, L. Emden u. H. Schneller, Biochem. Z. 271, 216 [1934]. 
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andererseits fiir die weniger geordneten ,,Bands‘‘ der Kollagenfibrille auf 
Grund von elektronenmikroskopischen und Réntgenstruktur-Befun- 
den vermutet hat. 

Auf Grund von Endgruppenbestimmungen, Aminosiureanalysen 
und enzymatischen Abbauversuchen muB fiir einen groBen Teil der ge- 
wonnenen Kollagenpeptide eine Dreierkettenkonfiguration angenommen 
werden. 


Summary 


In continuation of previously published work!® on the amino acid 
sequence of collagen, procollagen has been broken down enzymically with 
electrophoretically purified trypsin. The resulting peptide mixture was 
separated by clectrophoresis followed by column chromatography and 
finally paper chromatography. 114 peptides were obtained, 55 of which 
were homogeneous in electrophoresis, column-, and paper chromato- 
graphy. 51 peptides were submitted to quantitative amino acid estima- 
tions; the end groups of 18 peptides were determined — in some cases 
quantitatively ; determination of amino acid sequence was carried out on 
10 of the peptides. 

In contrast to previous results!® (in which the trypsin preparation 
used for hydrolysis still contained traces of chymotrypsin), only lysine 
and arginine appeared as C-terminal amino acids. In nearly all these 
peptides, the amino end was occupied by glycine. 

In all the isolated peptides, apart from some unimportant exceptions, 
glycine represented one third of the total amino acids. This indicates a 
uniform distribution of glycine throughout the collagen molecule. 

Determinations of amino acid sequences gave an overall picture of 
apolar regions of high proline and hydroxyproline concentration, 
alternating with polar regions containing few imino acids. In the latter, . 
were found subregions, some mainly basic and others mainly acidic. 

Thus by chemical and enzymic means, regions within the chain have 
been demonstrated, which have a composition corresponding to that al- 
ready proposed, on the basis of electronmicroscopic and X-ray fin- 
dings, for the crystalline interbands and the less well ordered bands 
of the collagen fibril. 

From the estimations of end amino acids, amino acid analyses and 
enzymic breakdown experiments, it must be assumed that majority of 
the collagen peptides have a three chain configuration. 


Professor Dr. Wolfgang GraBmann, Mazx-Planck-Institut fiir HiweiB- und 
Lederforschung, Miinchen 15, SchillerstraBe 46. 
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Die Konstitution der 6-Kette der Hauptkomponente 
des normalen adulten Humanhamoglobins 
Von 


Gerhard Braunitzer, Norbert Hilschmann, Kurt Hilse, 
Brigitte Liebold und Renate Miiller 


Aus dem Max-Planck-Institut fiir Biochemie, Miinchen 
(Der Schriftleitung zugegangen am 16. November 1960) 


Herrn Professor Dr. Waldschmidt-Leitz zum 65. Geburtstag gewidmet 


Vor einiger Zeit berichteten wir iiber ein Verfahren zur Analyse des syste- 
matischen Aufbaus einer Peptidkette aus ihren tryptischen Spaltprodukten: durch 
Spaltung tryptischer Peptide mit Pepsin, sowie lysin- und arginin-haltiger pep- 
tischer Peptide mit Trypsin kann — ohne Kenntnis der Aminoséure-Sequenz — 
auf die Konstitution der Gesamtkette geschlossen werden!*, Auf diesem Wege 
erzielten wir bereits weitgehenden Einblick in den Aufbau der a-Kette®. 

Uber die Lage von 4 tryptischen Spaltprodukten innerhalb der B-Kette 
haben wir bereits berichtet?. In Fortfiihrung dieser Versuche gelang es nun auch, 
den Aufbau der #-Kette systematisch zu ermitteln. Die Folge der 14 primaren 
_— Spaltprodukte der 6-Kette lautet in der von uns verwendeten Nomen- 

atur 


HT go-HT gg-HT gy ,-HT pg- HT 5y9-HT py-HT po-HT g,-HT pyo-HT g14-HT gy 5-HT py-HT py-HT pa. 


Die Bruttoformeln der Spaltprodukte aus der $-Kette des Humanhamo- 
globins sind in der Tabelle wiedergegeben. 

Die Isolierung der Spaltprodukte erfolgte, wie bisher beschrieben, durch 
Chromatographie iiber Dowex 1 X2*5 und anschlieBende Reinigung, die Vermessung 
automatisch nach Spackman, Moore und Stein® (Gerat der Beckman Instru- 
ments, Fullerton USA). Die Analysen der tryptischen Peptide stehen in sehr guter 
Ubereinstimmung mit unseren bereits friiher verdffentlichten Ergebnissen”-*’. 
Erstmals berichten wir iiber die beiden restlichen Komponenten HT,,, und 
HT 4,4. Diese beiden Spaltprodukte kénnen isoelektrisch bei pu 6,4 ausgefallt 
werden. Unter den normalen Bedingungen der tryptischen Spaltung werden im 


* Wir verwenden folgende Abkiirzungen zur Charakterisierung der Globin- 
peptide: H = Human, T = tryptisches Peptid, 6 = das Peptid stammt aus der 
B-Kette, die Nummer, z. B. £12, entspricht der Reihenfolge der Isolierung des 
Peptids nach der Analyse iiber Dowex 1X2. Sie ist identisch mit der Nummer, 
die 1. c.8 verwendet wurde. 

1 N. Hilschmann u. G. Braunitzer, diese Z. 817, 285 [1959]. 

2 G. Braunitzer, N. Hilschmann u. R. Miiller, diese Z. 818, 284 [1960]. 

3 G. Braunitzer, V. Rudloff, K. Hilse, B. Liebold u. R. Miller, diese 
Z. 820, 283 [1960]. 

4 G. Braunitzer, B. Liebold, K. Hilse u. V. Rudloff, Angew. Chem. 71, 
376 [1959]. 

5 V. Rudloff u. G. Braunitzer, diese Z., im Druck. 

6 D.H.Spackman, W.H.Stein u. 8. Moore, Analytic. Chem. 80, 1190 
[1958}. 

? K. Hilse u. G. Braunitzer, Z. Naturforsch. 14b, 603 [1959]. 
8 K. Hilse u. G. Braunitzer, Z. Naturforsch. 14b, 604 [1959]. 








Die Anzahl der Aminosiuren aller tryptischen Peptide der f-Kette. 
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98 Braunitzer, Hilschmann, Hilse, Lieboldu. Miller, Bd. 322 (1960) 
Niederschlag neben Resten der ungespaltenen Kette mindestens 3 weitere Kom- 
ponenten vorgefunden: HT ,,;, HT,, und das aus HT s,, und HT g,, bestehende 
Doppelpeptid. Eine befriedigende Trennung derselben gelang nur nach Oxydation 
mit Perameisenséure. Nach dieser Oxydation und anschlieBender nochmaliger 
Einwirkung des Enzyms werden fast ausschlieBlich HT ,, und HT g,, isoliert. Die 
Analysen dieser Peptide wurden nach 20-, 40- und 70stdg. Hydrolyse durchgefiihrt. 
Da wir nicht ausschlieBen kénnen, daB bei der Oxydation mit Perameisensiure 
eine Zerstérung stattgefunden hat, behalten wir uns eine — jedoch nur gering- 
fiigige — Korrektur dieser Analysen vor. 

An den meisten der Peptide wurde auch die Sequenzanalyse durchgefiihrt. 
Die verwendeten Methoden waren: Edmanscher Abbau®, Dinitrophenyl-Me- 
thode?®, Hydrazinolyse™, fermentativ mit Aminopolypeptidase!? und Carboxy- 
peptidase!*. Die gréBeren Spaltprodukte wurden fiir die analytischen Unter- 
suchungen noch mit Pepsin, Subtilisin und Chymotrypsin nachgespalten. Um 
subjektive Momente méglichst auszuschalten, wurden die Untersuchungen durch 
quantitative Analysen einer steten Kontrolle unterworfen. Aus der Summe unserer 
Untersuchungen legen wir nun die Formel der £-Kette vor (s. 8. 99). 

Samtliche bis heute an der f-Kette erhobenen Befunde bestitigen diese 
Formel. Die N-terminale Sequenz lautet Val-His-Leu1*, die nur einmal, und zwar 
in HT, vorkommt. Die N-terminale Lage von HT z, haben wir unabhangig enzy- 
matisch bewiesen!?, Durch Edmanschen Abbau an der f-Kette konnte die Reihen- 
folge von 7 terminalen Aminoséuren erhalten werden. Der C-terminale Rest der 
B-Kette ist Histidin? in guter Ubereinstimmung mit der Isolierung des Peptides 
Tyr-His’ *. Aus Versuchen mit Carboxypeptidase B wurde ferner auf die C-termi- 
nale Sequenz (Ala,His)-Lys-Tyr-His geschlossen™, in guter Ubereinstimmung 
mit unserem Befund Leu-Ala-His-Lys-Tyr-His. Weiterhin wird die hier vor- 
gelegte Formel und insbesondere die Folge der tryptischen Peptide durch die 
unabhangig durchgefiihrte Zuordnung der «-Kette gestiitzt®. 


Die quantitative Analyse der Kette ergibt 11 Lysyl*- und 3 Arginylreste®, 
wovon maximal 15 tryptische Spaltprodukte zu erwarten sind. Da HT g,, sowohl 
einen Lysyl- als einen Arginylrest enthalt, werden 14 Bruchstiicke erhalten. 

Entsprechend dem oben Gesagten gilt die Formel streng von 1—85, ferner 
fiir die letzten 26 Sequenzen (HT ,,—HT,,—HT,,). Zwischen Sequenz 85 und 
124 ist die hier angegebene Konstitution am wahrscheinlichsten. 

Wir miéchten in diesem Zusammenhang auf den homologen Bau der «- und 
B-Kette hinweisen, wie er aus dem Vergleich der Reste bereits jetzt in vielen Ziigen 
ersichtlich ist. Es ist bemerkenswert, daB die 8-Kette etwa 8 Aminosaurereste 
mehr erhalt. Durch die hier mitgeteilten Ergebnisse wurden nun auch die tryp- 


* Die 1. c.8 angegepene Analyse nach 20stdg. Hydrolyse ergab den Wert 
10,2 Lysylreste. Bei lingerer Hydrolyse erhéht sich der Wert (11,1—10,9), was 
der schlechten Spaltung der Val-Lys-Bindung zuzuschreiben ist. 

® P. Edman, Acta chem. scand. 4, 277 [1950]. 

10 F, Sanger, Biochem. J. 39, 507 [1945]. 

11 §. Akabori, K. Ohno u. K. Narita, Bull. chem. Soc. Japan, 25, 214 
[1952]; C. I. Niu u. H. Fraenkel-Conrat, J. Amer. chem. Soc. 77, 5882 [1955]; 
G. Braunitzer, Chem. Ber. 88, 2025, [1955]. 

12 R. L. Hill, D.H.Spackman, D.M. Brown u. E.L.Smith in Bio- 
chemical Preparations, Bd. VI, 8. 35, John Wiley & Sons, Inc., New York 1958. 

13 J. I. Harris in D. Glick, Methods of Biochemical Analysis, Band II, 
S. 397, Interscience Publishers, Inc., New York 1955. 

144H.S. Rhinesmith, W. A.Schroeder u. N. Martin, J. Amer. chem. 
Soc. 80, 3358 [1958]; G. Braunitzer, diese Z. 312, 72 [1958]. 

15 PD. A. Schroeder in L. Zechmeister, Fortschritte der Chemie organ. 
Naturstoffe Bd. XVII S. 322, und zwar S. 363 Springer-Verlag, Wien 1959; 
J.R. Shelton u. W. A. Schroeder, J. Amer. chem. Soc. 82, 3342, [1960]. 

16 G. Guidotti, Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 42, 177 [1960]. 
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Val-His-Leu-Thr-Pro-Glu-Glu-Lys-Ser-Ala-Val-Thr-Ala-Leu-Try-Gly-Lys-Val-Asp-Val-Asp-Glu-Val-Gly-Gly-Glu- Ala-Leu-Gly-Arg-Leu-Leu-(Thr, Glu, Pro, Val, 
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tischen Spaltprodukte der 6-Kette zugeordnet und annahernd °/, der Amino- 
siurereste der B-Kette und insgesamt etwa 180 Aminosaiuren des Gesamtglobins 
in ihrer Position bestimmt. 

Die ausfiihrliche Diskussion der Ergebnisse erfolgt an anderer Stelle. 


Fir die groBziigige ideelle und materielle Unterstiitzung der Arbeiten sind 
wir Herrn Professor Dr. A. Butenandt zu groBem Dank verpflichtet. In jiingster 
Zeit erhielten wir auch Sachbeihilfen der Deutschen Forschungsgemein- 
schaft. Fraulein Barbel Schrank, Fraulein Karin Haselhorst und Herrn 
Otto 1lg danken wir fiir wertvolle Hilfe. 


Zusammenfassung 
Die Formel der £-Kette der Hauptkomponente des normalen adulten Hu- 
manhamoglobins wurde aus ihren tryptischen Spaltprodukten aufgebaut und an- 
nihernd 3/, der Aminosiurereste in ihrer Position innerhalb der Kette festgelegt. 
Summary 


The formula of the f-chain of the main component of adult normal human- 
hemoglobin has beer. reconstructed from the split products obtained by tryptic 
hydrolysis. The sequence of approximatly */, of the amino acids was determined. 


Dr. Gerhard Braunitzer, Max-Planck-Institut fiir Biochemie, Miinchen 15, 
GoethestraBe 31. 
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Zur Aktivitat und Spezifitat 
der Leucinaminopeptidase in Augenlinsen 
Aminosaure- und Dipeptidanilide als Substrate 
Von 
S. Fittkau, D. Gli8er und H. Hanson 
Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitit Halle (Saale) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 4. Juli 1960) 


Die bisherigen Untersuchungen zur Charakterisierung des Peptidase- 
systems in der Rinderlinse haben zu dem Ergebnis gefiihrt, daB dieses 
Organ eine besonders hohe Aminopeptidase-Aktivitit unter Fehlen oder 
Zuriicktreten anderer Endo- und Exopeptidasen aufweist!~*. In diesem 
Verhalten unterscheidet sich die Rinderlinse z. B. von Niere und Leber 
der Ratte, die neben Amino- auch deutliche Carboxy- und Dipeptidase- 
sowie Acylase- und Prolinase-Aktivitit besitzen® 4. 

Zur Sicherung der Annahme, da® die festgestellte hohe Amino- 
peptidase-Aktivitit der Rinderlinse einem Enzym von Leucinamino- 
peptidase-Charakter* zukommt, sind Versuche unter den fiir die Linsen- 
Aminopeptidase als optimal erkannten Bedingungen (Inkubations- 
temperatur 56°; px8,5; Aktivierung mit Mn?°)?) und unter Verwendung 
von Aminosiure- und Dipeptidaniliden als Substraten durchgefiihrt 
worden. Ihre Spaltung kann ebenso wie die von Leucin- und anderen 
Aminosiiureamiden®, wie auch die von Leucin-f-naphthylamid® und von 
Dipeptidamiden® * ® bei Freisetzung der N-terminalen Aminosiure be- 
rechtigt auf das Vorhandensein einer LAP-Wirkung zuriickgefiihrt wer- 
den. Ferner blieb durch vergleichende Untersuchungen an Linsen anderer 
Tierspezies zu kliiren, ob die Rinderlinse hinsichtlich des Vorkommens 
und der Aktivitit dieses Enzyms eine Sonderstellung einnimmt. Uber 
die Ergebnisse dieser Versuche wird im folgenden berichtet. 


* Verwendete Abkiirzungen: LAP = Leucinaminopeptidase; Cbo- = Carbo- 
benzoxy-; A = -anilid. 

1 EK. Abderhalden u. H. Hanson, Fermentforschung 16, 67 [1938]. 

2 H. Hanson u. J. Methfessel, Acta biol. med. german. 1, 414 [1958]. 

3 H. Hanson u. H. Kirschke, Z. Vitamin-, Hormon- u. Fermentforsch., 
im Druck. 

4 H. Hanson, W. Blech, P. Hermann u. R. Kleine, diese Z. 315, 181 
[1959]; H. Hanson u. W. Blech, ebenda 315, 191 [1959]; H. Hanson, P. Her- 
mann u. W. Blech, ebenda 315, 201 [1959]; H. Hanson u. R. Kleine, ebenda 
315, 208 [1959]. 

5 KE. L. Smith u. D.H.Spackman, J. biol. Chemistry 212, 271 [1955]. 

6 M.N. Green, K. Ch. Tsou, R. Bressler u. A. M. Seligman, Arch. Bio- 
chem. Biophysics 57, 458 [1955]. 

? E. L. Smith u. N. B. Slonim, J. biol. Chemistry 176, 835 [1948]. 

8 E. L. Smith u. W. J. Polglase, J. biol. Chemistry 180, 1209 [1949]. 
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Methodik 
I. Substrate 


A. Aminosaureanilide 
1. Darstellung iiber die Phthalyl-aminosiuren* 


Glycin-anilid: Umsetzung von Phthalyl-glycin mit Thionylchlorid zum 
N-geschiitzten Aminosaurechlorid und Kupplung mit Anilin in Chloroform bei 
Gegenwart von Na,CO,. Die Abspaltung des Phthalylrestes vom wasser- uid 
petrolatherunléslichen Anilid erfolgte in Anlehnung an die Vorschrift von Sheehan, 
Chapman und Roth" durch Kochen mit der doppeltiquimolaren Menge freiem 
Hydrazin in alkohol. Lésung, wonach das iiberschiissige Hydrazin mit Benzaldehyd 
als in Wasser schwer lésliches Benzalazin entfernt wurde. Das klare Filtrat brachte 
man im Vak. zur Trockne und fallte aus der alkohol. Lésung des Riickstandes das 
Anilid mit Chlorwasserstoff als Hydrochlorid. Es wurde aus absol. Athanol unter 
Atherzusatz umkristallisiert. 

Glycin-anilid-hydrochlorid, Schmp. 233° (Sintern bei 202°; Lit.!°: 
Schmp. 192—195°); Ausb. 75% d.Th. (bezogen auf die Phthalylverbindung); 
Ry 0,46 (aufsteigend in sek.-Butanol/Ameisensaéure/Wasser 75:15:10). 


C,H, N20 - HCl (186,6) N Ber. 15,01 Gef. 14,93 (nach Kjeldahl) 


pu-Alanin-anilid: Analoge Darstellung wie die der Glycinverbindung iiber 
das Phthalyl-pu-alanin-anilid (Schmp. 165°). Das Alanin-anilid-acetat 
S35 


wurde aus Athanol/Ather umkristallisiert; verfilzende Nadeln. 77%, d. Th.; 
Schmp. 139°; Rr 0,58. 
C,H,,N,0 - CH,CO,H (224,3) N Ber. 12,49 Gef. 12,41 
L-Alanin-anilid-acetat: Blattchen; Schmp. 138°; 
[x ]7?: + 35,0° (c = 0,25; 4proz. HCl) 
pL-Leucin-anilid: Darstellung wie oben. Phthalyl-pL-leucin-anilid 
Schmp. 159°. Umkristallisation des Leucin-anilid-acetats aus CHCl,/Petrol- 
ather. 70—80% d. Th.; Schmp. 150°; Ry 0,72. 
C,.H,,N,0 - CH,CO,H (266,3) N Ber. 10,52 Gef. 10,20 
pL-Phenylalanin-anilid: Kupplung von Phthalyl-pL-phenylalanin- 
chlorid mit Anilin wie iiblich. Acetat: asbestartige Fasern aus CHCI,/Petrolather; 
39% d. Th.; Schmp. 132—133°; Ry 0,70. 
C,;H,,N,O - CH,CO,H (300,4) N Ber. 9,33 Gef. 8,95 
pL-y-Glutaminsaure-anilid: Darst. des Phthalyl-pL-y-glutamin- 
siure-anilids nach King und Kidd” sowie iibliche Abspaltung des Phthalyl- 
restes. Das y-Glutaminsadure-anilid kristallisiert aus salzsaurer Lésung bei 
Neutralisation mit In NaOH in Form von feinen Blattchen. Ausb. 69% d. Th.; 
Schmp. 207° Zers.; Ry 0,47. 
C,,H,,N,O, (222,2) N Ber. 12,60 Gef. 12,87 


2. Uber die N-Carbobenzoxy-Aminosauren 


L-a-Glutaminsaure-anilid: Nach Bergmann und Zervas!* herge- 
stelltes Cho-L-Glutaminsaure-anhydrid gibt nach Umsetzung mit einem 


® J. H. Billmann u. W. F. Harting, J. Amer. chem. Soc. 70, 1473 [1948]. 
10 J.C.Sheehan u. V.S. Frank, J. Amer. chem. Soc. 71, 1856 [1949]. 
u J.C. Sheehan, D.W. Chapman u. W. Roth, J. Amer. chem. Soc. 74, 
3822 [1952]. 

2 F, E. King u. D. A. A. Kidd, J. chem. Soc. [London] 1949, 3315. 

13 M. Bergmann u. L. Zervas, Ber. dtsch. chem. Ges. 65, 1192 [1932]. 
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Uberschu8 Anilin bei Zimmertemperatur in wasserfreiem CHCl, reines Cbo-L-«- 
Glutaminsaure-anilid in 80—90proz. Ausbeute; Schmp. 188—189° Zers. Kata- 
lytische Abspaltung des Cbo-Restes in Methanol/Eisessig durch Einleiten von 
Wasserstoff in Gegenwart von Palladiummohr. Die Reduktion ist bei 35° nach 
6 Stdn. vollstandig. Das vom Katalysator abgesaugte Filtrat hinterlaBt beim Ein- 
engen im Vak. einen Sirup, der nach Anreiben mit Methanol und Ather kristallisiert. 
W eibes Pulver in 62proz. Ausb.; Schmp. des Acetats 159—160°; Ry 0,51; 
[a ]?2: + 87,99 (c = 0,1; 4proz. HCl). 


C,,H,,N,0, - CH,CO,H (282,3) N Ber. 9,93 Gef. 9,90 


L-Arginin-anilid: Das N-carbobenzoxylierte Nitroarginin-anilid 
wurde nach van Orden und Smith" dargestellt, wobei die letzte Stufe, Kupplung 
mit Anilin, nach der Methode der gemischten Anhydride, nur eine schlechte Aus- 
beute (20—25%, d. Th.) lieferte. Hydrierung mit Pd/H, unter obigen Bedingungen 
iiber 24 Stdn. fiihrte zum freien Arginin-anilid. Wie die chromatographische Kon- 
trolle des Hydrierungsverlaufes zeigte, war die Cbo-Gruppe nach 8 Stdn. bereits 
vollstandig abgespalten, die Nitrogruppe jedoch erst teilweise entfernt. Uber- 
fiihrung des essigsauren Anilids in die freie Base mit NH,/CHCI, fiihrte zu einem 
gelblichen O1, das erst nach langerem Stehenlassen im Exsikkator glasig erstarrte. 
Das Arginin-anilid war weder in dieser Form noch als Hydrochlorid oder Acetat 
durch Kristallisation von Spuren Arginin zu befreien. Ausb. ~ 30% d. Th.; 
Schmp. 95—105° unscharf; Ry 0,21; [a ]9$: + 43,0° (¢ = 0,1; 4proz. HCl). 


C,.H,,N,O (249,3) N Ber. 28,09 Gef. 27,56 


DL-Prolin-anilid: Umsetzung von Cbo-Prolin!> mit der berechneten Menge 
N-Phenyl-phosphorazo-anilid in wasserfreiem Toluol nach Goldschmidt 
und Lautenschlager'® lieferte N-Cbo-pL-Prolin-anilid als weiBes Kristall- 
pulver in 70—80proz. Ausb.; Schmp. 112°. Abspaltung der Carbobenzoxygruppe 
mit HBr/Eisessig und Umkristallisation aus absol. Athanol/Ather. pL-Prolin- 
anilid-hydrobromid: Schmp. 224°; Ry 0,70; Ausb. 77% d. Th. 


C,,H,,N,0 - HBr (271,2) N Ber. 10,33 Gef. 10,26 


B. Dipeptidanilide 

pu-Alanyl-glycin-anilid: Umsetzung aquimolarer Mengen Phthalyl- 
pu-alanin-chlorid mit Glycin-anilid-hydrochlorid in CHCl, bei Gegenwart 
von Triithylamin gibt in 84proz. Ausbeute das N-substituierte “Dipeptidanilid. 
Nach Umkristallisieren aus waBr. Athanol Schmp. 189°. Abspaltung der Phthalyl- 
schutzgruppe und Isolierung des Anilids aus alkohol. Lésung als Hydrochlorid 
wie bei der Darst. des Glycin-anilids angegeben. Zweimalige Umfallung aus 
Athanol/Ather. Hydrochlorid Schmp. 185—188° unscharf; Ry 0,49; Ausb. 
83°, d. Th. 

C,,H,;N;0, - HCl (257,7) N Ber. 16,31 Gef. 16,11 


Glycyl-pu-alanin-anilid: Aus Phthalyl-glycin-chlorid und pbL- 
Alanin-anilid-acetat wurde N-Phthalyl-glycyl-pL-alanin-anilid vom 
Schmp. 243° erhalten (Ausb. 81% d.Th.). Behandlung mit Hydrazin und _ vor- 
sichtige Neutralisation der stark eingeengten salzsauren Losung mit 1n NaOH, lieB 
das freie Dipeptidanilid auskristallisieren. WeiBes Kristallpulver; 60% d. Th.; 
Schmp. 883—86° (Lit.1’: Schmp. 80°); Rr 0,48. 


C,,H,;N,;0. (221,2) N Ber. 19,00 Gef. 18,62 
4 H.O.van Orden u. E. L. Smith, J. biol. Chemistry 208, 751 [1954]. 


15 —. Abderhalden u. H. Hanson, Fermentforschung 15, 392 [1938]. 
16 St. Goldschmidt u. H. Lautenschlager, Liebigs Ann. Chem. 580, 68 


{1953}. 
? E. Abderhalden u. H. Brockmann, Fermentforschung 10, 159 [1929]. 
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puL-Leucyl-glycin-anilid : Bildung der Phthalylverbindung aus Phthaly - 
pu-leucin-chlorid und Glycin-anilid-hydrochlorid wie oben beschrieber ; 
72°, d. Th.; Schmp. 160°. Hieraus wird nach Umsetzung mit Hydrazin das Di- 
peptid-anilid als weiBes, sehr schwer lésliches Pulver erhalten. Ausbeute wechselnd 
(40—70% d. Th.). Schmp. 173°; Ry 0,70. 
C,4H»,N;0, (263,3) N Ber. 15,96 Gef. 15,80 
Glycyl-pu-leucin-anilid: Uber das Phthalyl-glycyl-pu-leucin- 
anilid aus Phthalyl-glycin-chlorid und pL-Leucin-anilid-acetat (79°, 
d. Th.; Schmp. 241°). Abscheidung des freien Anilids aus essigsaurer Lésung durch 
Einstellen auf py8. Ausb. 76° d. Th.; Schmp. 154°; Ry 0,65. 
C,4H»,N;0, (263,3) N Ber. 15,96 Gef. 15,63 
pL-Leucin-amid: Durch Aminierung von pu-Leucinester-hydro- 
chlorid nach Chambers und Carpenter!*. Ausb. 75°, d. Th. (bezogen auf das 
eingesetzte Esterhydrochlorid); Schmp. 139—141°; Rr 0,48. 


II. Fermentpraparation 

Zur Herstellung der Fermentpraparationen wurden die Augenlinsen frisch 
geschlachteter Tiere prapariert und unter Wasserzusatz im Glashomogenisator 
homogenisiert. Nach erfolgter EiweiB-N-Bestimmung brachte man die Ferment- 
praparation durch weitere Wasserzugabe auf den gewiinschten EiweiB-N-Gehalt. 

Die EiweiB-N-Pestimmung wurde in der Kjeldahl-Apparatur nach Parnas 
ausgefiihrt. Der Protein-N ergab sich aus der Differenz Gesamt-N minus Rest-N 
(Fallung mit 20proz. Trichloressigsaure). 

Die Fermentpraparationen wurden nach 14tagiger Aufbewahrung bei + 4° 
oder in frischem Zustand verwendet. 

III. Bestimmung der Enzymaktivitaiten 
1. Spaltungsansatze 

Die Spaltungsansiétze setzten sich aus 0,8 m/ Substratlésung und 0,2 ml 
Fermentpraparation zusammen. Das Substrat war in 0,lm Veronal-Na-Puffer des 
gewiinschten py gelést (fiir die Aufstellung der Aktivitits-pq-Kurven wurde 
Michaelis-Puffer verwendet). Elektrometrische py-Wert-Kontrolle der Ansaitze nach 
Inkubation. Im Ansatz lag das Substrat in 0,0lm Konzentration, bezogen auf die 
pL-Verbindung, vor. 

Bei Zusatz von Aktivatorlésungen wurden diese (jeweils 0,01m) mit der 
Fermentpraparation im Verhaltnis 1:1 vermischt und 2'% Stdn. bei Zimmer- 
temperatur prainkubiert; Konzentration des Aktivators im Ansatz 0,001m. In den 
Ansatzen mit und ohne Aktivator wurde auf gleiche Konzentration der Enzym- 
praparation geachtet. : 

2. Bestimmung der abgespaltenen Aminosdure 

Sie erfolgte nach einer im Institut gaingigen Methode!® mit Hilfe der ein- 
dimensionalen aufsteigenden Papierchromatographie unter Verwendung des Systems 
sek.- Butanol/Ameisenséure/Wasser 75:15:10 als Losungsmittel und Papier 
Schleicher & Schiill 2043 b. 

Nach Anfarben mit Ninhydrin wurden die quadratisch ausgeschnittenen 
Flecken 1 Stde. mit 5 m/ Cu-Methanol eluiert und die Extinktion der Lésung im 
Pulfrich-Photometer mit UV-Licht und Filter S50 gegen den entsprechenden 
Fermentleerwert gemessen. Prolin, welches als Spaltprodukt von Prolin-anilid 
ohnehin nur in sehr kleiner Menge gebildet wurde, erfaBte man halbquantitativ 
durch visuellen Vergleich der mit Isatin angefirbten Chromatogramme?® anhand 
von mitgefiihrten Eichwerten. 


18 R.W. Chambers u. F.H. Carpenter, J. Amer. chem. Soc. 77, 1522 [1955]. 

19 R. J. Haschen, Pharmazie 9, 824 [1954]; Clin. chim. Acta 1, 242 [1956]; 
H. Hanson u. R. J. Haschen, diese Z. 310, 213 [1958]. 

20 J. Barrollier, J. Heilman u. E. Watzke, diese Z. 304, 21 [1956]. 
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Von allen verwendeten Substraten zeigte unter den gegebenen Versuchs- 
bedingungen lediglich Alanyl-glycin-anilid eine geringe Eigenhydrolyse, die ent- 
sprechend beriicksichtigt wurde. Verluste der zu bestimmenden Aminosaure bei 
der chromatographischen Trennung durch Vor- und Nachlauf bei Anwesenheit des 
Substrates oder der Fermentpraparation traten nicht auf. 


3. Berechnung 

Fir die als Spaltprodukte zu bestimmenden Aminoséuren wurden jeweils 
Eichkurven aufgestellt, die bis etwa 12 ug streng linearen Verlauf zeigten und durch 
den Nullpunkt gingen. Zur Auswertung der Versuche liefen jeweils vier 6-ug-Eich- 
werte pro Chromatogramm mit. Die Verbindungslinie des Mittelwertes der Eich- 
werte (maximale Abweichung vom Mittelwert + 3,1%) mit dem Nullpunkt wurde 
als Kichkurve der weiteren Berechnung zugrunde gelegt. Anhand dieser Eichkurven 
erfolgte zunaéchst die Umrechnung der gemessenen Extinktionen iiber ug Amino- 
siure pro Auftragung in «Mol Aminosaure pro Ansatz. Die prozentuale Spaltung 
ergibt sich dann durch den Vergleich der ~Mol abgespaltener Aminosiure zu den 
10 wMol Substrat pro Ansatz. % Spaltung = gef. uMol Aminoséure x 10. 


Ergebnisse 


a) Allgemeine Charakterisierung 
Abb. 1 gibt die Abhaingigkeit des Hydrolysengrades vom py-Wert 
wieder. 
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Abb. 1. Spaltung bei 38° mit 1,9 mg Protein-N einer frischen Fermentpraparation 
pro Ansatz. « pu-Leucin-anilid (Bebriitungszeit 60 Min.); © px-Alanin-anilid 
(Bebriitungszeit 120 Min.). 


Glycin-anilid wird unter diesen Bedingungen nicht meBbar ange- 
griffen. Fiir die Spaltung des Leucin-anilids deckt sich der optimale 
pu-Bereich mit dem der LAP fiir Leucin-amid und andere typische 
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Substrate, waihrend fiir Alanin-anilid das Optimum bei px7,5 mit lang- 
samem Abfall der Kurve nach der sauren Seite zu liegt. Die daraus ab- 
geleitete Annahme, daB die Leucin-anilid-Spaltung durch die LAP er- 
folgt, wihrend fiir die Alanin-anilid-Spaltung ein weiteres Ferment ver- 
antwortlich ist, konnte durch die in Tab. 1 zusammengestellten Ver- 
gleichsuntersuchungen weiter erhirtet werden. 


Tab. 1.* Spaltung von Alanin-anilid und Leucin-anilid unter verschiedenen Be- 
dingungen (Angaben in Prozent). Es wurden jeweils 2,5 mg Protein-N eingesetzt. 




















Enzympraparation 
Bebriitungs- 
zeit frisch | alt 
Min. 
( ) pu 7,5/38° pu 8,5/56° 
pu-Alanin-anilid . . . 90 46,4 40,6 5,8 
pL-Leucin-anilid . . . 60 _ 23,6 61,2 











Der Ubergang von px7,5 und 38° auf Optimalbedingungen der 
Rinderlinsen-LAP — px8,5 und 56° — ist fiir Alanin-anilid mit einem 
signifikanten Abfall, fiir Leucin-anilid (wie auch fiir alle anderen unter- 
suchten Anilide).mit einem deutlichen Anstieg der Spaltung verbunden. 
Eine 14taégige Lagerung der Fermentbereitung bei + 4° beeintrachtigt 
die Aktivitét des Alanin-anilid spaltenden Fermentes wie auch die des 
Leucinanilid spaltenden Fermentes kaum, wihrend die in Rinderlinsen 
enthaltene Dipeptidase-Aktivitat bereits nach wenigen Tagen fast vollig 
erlischt (siehe 1. c.?). Ganz allgemein scheinen lagerungsinstabile Fer- 
mente der Rinderlinse an der Hydrolyse von Aminosiureaniliden wie 
auch bei der Abspaltung der endstiindigen Aminosiuren bei Dipeptid- 
aniliden nur in geringem Grad beteiligt zu sein, wie der minimale Aktivi- 
titsabfall nach 14tagiger Lagerung zeigt: 


Tab. 2. Vergleich frischer und gealterter Fermentpraparationen (Angaben in %% 
Spaltung; untersucht bei py 7,5 und 38°). 




















mg Protein- | Bebriitungs- Fermentpraparation 
Substrat N pro zeit 
Ansatz (Min.) frisch alt 
fC: 3,0 120 4,4 3,8 
pu-Leu-Gly-A .... 3,3 60 86,4 84,6 
Gly-pi-Leu-A 3,3 90 86,4 73,4 
Gly-pt-Ala-A. .... 3,3 120 62,8 50,2 


* Alle in dieser Arbeit angefiihrten Werte sind das Mittel aus mindestens 
drei Ansaitzen mit je zwei Chromatogrammauswertungen. Die Hydrolyse ist stets 
auf die L-Komponente des Substrates berechnet. 
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Zur Ausschaltung der Wirkung lagerungsinstabiler Peptidasen auf 
die Aminosiure- und Dipeptidanilide fiihrten wir alle weiteren Unter- 
suchungen mit gealterten Fermentpriparationen — 14 Tage bei + 4° 
aufbewahrt — durch. 


b) EinfluB von Metallionen 

Nach Smith und Spackman' ist die LAP u.a. durch starke 
Mn?*-Aktivierung und Cd?®-Hemmung charakterisiert, wihrend Co?® 
ohne deutlichen Einflu8 auf das Ferment bleibt. Zur Sicherung der 
Annahme, da die Aminosiure- und Dipeptidanilide von der LAP der 
Rinderlinse hydrolysiert werden, wurde der EinfluB dieser Kationen auf 
die LAP-Spaltung unserer Substrate gepriift. Die Ergebnisse der unter 
LAP-Optimalbedingungen ausgefiihrten Versuche sind in Tab. 3 zu- 
sammengefaBt. Bei den Dipeptidaniliden beziehen sich die Angaben auf 
die Abspaltung der endstaindigen Aminosiure, da ein primiarer Angriff 
auf die Anilidbindung niemals beobachtet werden konnte. 


Tab. 3. Einflu8 von Metallionen (0,001m) auf die Anilidspaltung (Angaben in % 
Spaltung; untersucht bei pH8,5 und 56°; Ferment 14 Tage bei + 4° gealtert). 


























mg Be- Zusatz 
Saiiiien ey — 

Ansatz (Min.) ohne Mn? Cd? Co”® 
pL-Leu-Gly-A 0,05 15 19,4 73,8 7,8 20,9 
pu-Leu-NH, 0,1 15 26,2 78,8 13,7 34,4 
Gly-pL-Leu-A 0,1 15 17,7 59,9 6,7 18,4 
pL-Ala-Gly-A 0,2 120 12,1 68,5 12,2 42,0 
Gly-pu-Ala-A 0,2 120 10,0 55,6 13,0 13,3 
pL-Leu-A 0,2 120 16,4 32,4 7,0 10,0 
pDL-Phe-A 1,5 120 22,4 58,0 11,2 17,0 
pu-Ala-A 1,5 120 1,6 14,4 0,2 3,8 
L-«-Glu-A 1,5 120 1,2 10,6 0,4 6,6 
L-Arg-A 1,5 120 < 0,5 4,9 ohne Einflu8 
DL-Pro-A 1,5 120 |~4,5—1,0) ~1—2 ohne EinfluB 
pL-y-Glu-A 1,5 120 < 0,5 ohne EinfluB 
Gly-A 1,5 120 < 0,5 ohne EinfluB 


Fiir alle Verbindungen ist ein betrichtlicher Anstieg der Spaltung 
unter Mn?°-Einflu8 ersichtlich, mit Ausnahme von Glycin-anilid und 
y-Glutaminsiure-anilid, die ohnehin praktisch nicht angegriffen werden. 
Die bis auf die Spaltung der alaninhaltigen Dipeptidanilide beobachtete 
hemmende Wirkung der Cd?°-Ionen ist teilweise sicher auf einen eiweiB- 
fallenden Effekt zuriickzufiihren. Der EinfluB von Co*® ist nicht rich- 
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tungseindeutig. Wie aus Tab. 3 weiter ersichtlich ist. scheint unter der 
Optimalbedingungen der LAP durch dieses Ferment auch Alanin- 
anilid gespalten zu werden. Wird jedoch das Substrat bei px7,5 und 38 « 
bebriitet, so ergibt sich mit Mn?® eine Hemmung (Tab. 4). 


Tab. 4. EinfluB von Metallionen (0,001m) auf die Spaltung von Alanin-anilid bei 
pu 7,5 und 38° (1,5 mg Protein-N pro Ansatz; Inkubationszeit 120 Min.). 


ohne Mn?® Cd2® Co*® 




















% Spang... .. 14,2 10,0 0,1 14,4 


Die anderen Anilide hingegen werden unter diesen Bedingungen 
durch Metallionenzusitze gleichsinnig wie bei px8,5 und 56° aktiviert 
bzw. gehemmt. Dieser Befund bestiitigt die Vermutung, dai Alanin- 
anilid durch ein von der LAP verschiedenes, jedoch ebenfalls lagerungs- 
bestindiges Ferment gespalten wird. 


c) Hydrolysengeschwindigkeit der einzelnen Substrate 


Es wurde die Spaltung der Anilide bei px8,5 und 56° mit konstanter 
Fermentmenge in Abhingigkeit von der Zeit untersucht (Abb. 2). 
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Abb. 2. Hydrolysengeschwindigkeit verschiedener Anilide (0,3 mg Protein-N pro 
Ansatz). Zum Vergleich Spaltungsverlauf des pi-Leucin-amids als typisches 
Substrat der LAP. 


Mit einer Fermentkonzentration von 0,3 mg Protein-N pro Ansatz 
konnte fiir die Anilide des Glycins, Alanins, Phenylalanins, Arginins, des 
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Prolins und der Glutaminsiure keine meBbare Hydrolyse festgestellt 
werden. Diese Substrate wurden daher mit der fiinffachen Ferment- 
menge (1,5 mg Protein-N pro Ansatz) 120 Min. inkubiert unter noch- 
maliger Einbeziehung von Leucin-anilid als Vergleichssubstanz (Tab. 5). 


Tab. 5. Vergleich der Spaltbarkeit aller Aminoséure- und Dipeptidanilide bei 
px8,5 und 56°. 








Pre. Bebriitungszeit (Min.) 
Substrat | tein-N 

Asset 5& | 10 | 20 | 30 | 45 | 75 | 120 | K,* 
pu-Leu-Gly-A | 0,3 | 25,9 | 48,1 | 80,3 | 87,0 | 88,4 | 88,9 89,9 §,2 
pL-Leu-NH, 0,3 | 21,6 | 37,6 | 63,9 | 81,1 | 93,2 | 96,1 99,1 4,0 
Gly-pt-Leu-A | 0,3 8,1 | 12,9 | 19,3 | 26,8 | 36,0 | 50,1 62,8 1,3 
pL-Ala-Gly-A | 0,3 -— — oo -- 17,4 25,2 0,4 
Gly-pu-Ala-A | 0,3 — — = —— 7,4 12,6 0,14 
pL-Leu-A 0,3 “= — 1,4 2,6 4,4 7,2 11,4 0,14 
pL-Leu-A 1,5 -- _— — -- — a 84,2 
pL-Phe-A 1,5 — — a —- — oe 22,4 
pL-Ala-A 1,5 ss ~- = os a -- 1,6 
L-a-Glu-A 1,5 — — —- —- —_ -= Le 
DL-Pro-A 1,5 — oes — — as — |-0,5—1 
L-Arg-A 1,5 — = — — = — | =<06 
pL-y-Glu-A 1,5 — not _ == —_— —_— < 0,5 
Gly-A 1,5 — — — — — — | <0,5 





























* Reaktionsgeschwindigkeits-Konstante, aus Abb. 2 fiir den linear verlaufenden Teil der 
Spaltung ermittelt. 


d) LAP-Aktivitat der Augenlinsen weiterer Tierspezies 
und des Menschen 

Die Fermentpriparationen wurden zur Ausschaltung instabiler 
Fermente 45 Min. bei 56° prainkubiert und mit Leucin-amid als Test- 
substanz unter den Optimalbedingungen der Rinderlinsen-LAP (56° und 
pu8,5) bebriitet. 

Die so gewonnenen, in Tab. 6 zusammengestellten Vergleichswerte 
ergeben, betrachtliche Schwankungen der Aminopeptidase-Aktivitaten 
in Linsen verschiedener Herkunft. 


Tab. 6. Vergleich von Linsen verschiedener Herkunft (Substrat: pL-Leucin-amid; 
0,3mg Protein-N pro Ansatz; Bebriitungszeit 20 Min. bei px 8,5 und 56°). 














Spezies % Spaltung Relation 
OME Se ee 70,4 100 
Schwein ..... 32,0 45 
Lo i 17,1 24 
i nee 4,7 7 
Meerschweinchen. . 4,2 6 
ou ae 3,3 5 
Mensch. ..... 2,0 3 
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Starlinsen vom Menschen zeigten keine signifikanten Unterschiede 
in ihrer LAP-Wirksamkeit gegeniiber normalen Linsen. Vergleichende 
qualitative Untersuchungen ergaben in allen Fiillen bei 56° eine héher« 
Hydrolysenrate als bei 38°. 


Diskussion 


Die Ergebnisse der Untersuchungen unter Verwendung von Amino- 
siure- und Dipeptidaniliden lassen wohl keinen Zweifel mehr, daB in 
der Rinderlinse in erstaunlich groBer Menge und in sehr stabiler Form 
ein als Leucinaminopeptidase zu charakterisierendes Ferment vorkommt. 
Gestiitzt wird diese Feststellung noch durch einen Vergleich der Spal- 
tungsrelationen von Aminosiureamiden, hydrolysiert durch gereinigte 
Schweinenieren-LAP*®, mit Aminosiureaniliden, gespalten durch rohen 
Rinderlinsenextrakt (Tab. 7). 


Tab. 7. Vergleich der Hydrolyse von Aminosiureamiden und -aniliden. 


Die Zahlen geben die aus den C,)-Werten® vergleichbarer Versuche errechneten 
Spaltungsrelationen an. 














; Aminosaure-amid | Aminosaure-anilid 
Substrat Mn”*-aktiv. Mn?°®-aktiv. 
nach I. ¢.5 nach Tab. 5 
oe TOE a Sa ee ener Bee ae 10,0 10,0 
Phenylalanin- .......... 2,6 2,4 
ae ery ear ae 0,7 0,2 
ON NRNIR rsh: og. yet ee 0,34 0,59 
Glutaminséure-n-......4.4.. 0,22 0,43 
WORMS fe nets a ahaa ee 0,07 0,06 
CCTM Sy Soe ee eS Sere 0,01 0,02 





In der Abstufung der Hydrolysenraten fiir die Amide und Anilide 
der einzelnen Aminosiuren ergibt sich eine iiberraschende Ubereinstim- 
mung. Dariiberhinaus geht aus den K,-Werten der Tab. 5 fiir Leucin- 
amid und Leucin-anilid hervor, dai ‘die absolute Spaltungsrate des 
Amids etwa um das 30fache hdher liegt als die des entsprechenden 
Anilids. Dem Anilinrest scheint also eine deutlich hemmende Funktion 
zuzukommen. 

Im Vergleich zu den Befunden von Smith und Slonim’, die fiir 
Glycyl-leucin-amid eine Hydrolyse der Amidbindung beobachtet haben, 
konnten wir bei unseren Dipeptidaniliden, auch speziell beim Glycyl- 
leucin-anilid, keine primire Spaltung zwischen Dipeptid und Anilin 
feststellen. 


Zusammenfassung 


Aminosiureanilide werden durch die Leucinaminopeptidase aus 
Rinderaugenlinsen gespalten. An der Hydrolyse des Alanin-anilids 
scheint ein anderes Ferment mit einem Wirkungsoptimum bei pu7,5 
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und 38° beteiligt zu sein. Bei den untersuchten Dipeptidaniliden wird 
primar die endstindige Aminosiure abgespalten, wobei die Spaltung 
dieser Peptidbindung um GréBenordnungen héher liegt als die der 
Aminosaure-Anilid-Bindung. Die Hydrolysengeschwindigkeit von Leucin- 
amid ist etwa 30fach gréBer als die des entsprechenden Anilids. 

Vergleichende Untersuchungen an Linsen verschiedener Spezies 
zeigten erhebliche Schwankungen der Leucinaminopeptidase-Aktivitat 
von Art zu Art. An menschlichen Normal- und Starlinsen erhaltene Er- 
gebnisse wiesen keine deutlichen Unterschiede auf. 


Summary 


Leucine aminopeptidase from the lens of bovine eye has been used 
to split the anilides of amino acids. A different enzyme, with a pH 
optimum of 7.5 and an optimum temperature of 38°, seems to be in- 
volved in the hydrolysis of alanine anilide. In the dipeptide anilides 
investigated, hydrolysis of the terminal amino acid was the primary 
reaction. The cleavage of the peptide bond was greater than that of the 
amino acid-anilide bond by several orders of magnitude. The rate of hy- 
drolysis of leucinamide is about 30 times greater than that of the corres- 
ponding anilide. 

Comparative investigations showed a considerable speciesvariation- 
in the leucine aminopeptidase activity of the lens. No significant diffe- 
rences were found between normal and cataract human lenses. 


Prof. Dr. H. Hanson, Physiologisch-Chemisches Institut der Universitit Halle 
(Saale), LeninstraBe 21. 
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Die Polysaccharide der Weinbergschnecke, V1! 


Untersuchung von Galaktogen aus Eiern von Helix pomatia 
in der analytischen Ultrazentrifuge 
Von 
M. Geldmacher-Mallinckrodt und G. Traxler 


Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitit Erlangen(Vorstand: Prof. Dr. Dr. F. May) 
und der Applikationsabteilung der Beckman-Instruments GmbH, Miinchen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 6. Juli 1960) 


Voraussetzung zum Studium des Polysaccharid-Stoffwechsels eines 
Organs ist die Reindarstellung méglichst aller darin vorkommenden Ein- 
zelpolysaccharide. Das Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, am Beispiel der 
leicht zuginglichen Polysaccharide der Eier von Helix pomatia die Még- 
lichkeiten hierfiir zu priifen. 

Aus den Eiern von Helix pomatia sind bisher zwei Polysaccharide 
dargestellt worden: Galaktogen? und ein ,,Tetrasaccharid“®. 

Zur Darstellung von Galaktogen wurden héchstens zwei Tage alte Kier 
ein- oder mehrmais mit dem gleichen Vol. 40—50proz. Kalilauge im siedenden 
Wasserbad 2—3 Stdn. verkocht, das Polysaccharid durch Zusatz der 24 fachen 
Menge an Athanol ausgefallt und durch mehrfache Umfallung aus alkalischer und 
saurer, zuletzt neutraler Lésung gereinigt. Das mit Alkohol und Ather nachge- 
waschene Produkt wurde bei 105° auf Gewichtskonstanz getrocknet. Es hatte die 
folgenden Daten: 

[a]*: —22,73° (Wasser) ; [a] °des Hydrolysates: + 53,60°; Asche:2,85%. 
Die Reaktion auf Stickstoff arhe Lassaigne war negativ. Mit Kupferlauge bildete 
sich ein Niederschlag?. 

Bei den sauren Umfallungen war aufgefallen, da8 beim Versetzen mit Alkohol 
der gréBte Teil des Polysaccharides sich sofort absetzte, ein geringerer Anteil jedoch 
erst nach 24—48 Stdn. Die auf Grund dieses Verhaltens abgetrennte Komponente® 
unterschied sich vom Galaktogen durch eine wesentlich starkere spezifische Drehung 
([a]59 : —88,2°), einen héheren Aschegehalt (8,3°/,), und die Bildung einer léslichen 
Kupferverbindung. Sie wurde als Tetrasaccharid aufgefaBt. 

Mit dem Tetrasaccharid identisch ist vielleicht das Polysaccharid, 
das in Anlehnung an den Hammarstenschen Weg der Polysaccharid- 
darstellung’ aus dem Polysaccharid der Mucinfraktion eines waBrigen 
Eierextraktes durch saure Fillungen isoliert wurde}. 

Nach dem histologischen Bild der Eier von Helix pomatia®, das einen 
Aufbau aus einer im Vergleich zum Ei sehr kleinen Eizelle, umgeben von 


1 IV. Mitteil.: M. Geldmacher-Mallinckrodt, diese Z. 809, 190 [1957]. 

2 F. May, Z. Biol. 92, 325 [1932]; 95, 277 [1934]. 

3 F. May u. L. Stadelmann, Z. Biol. 99, 462 [1939]. 

4 O.Hammarsten, Pfliigers Arch. ges. Physiol. Menschen Tiere 86, 432 
[1885]. 

5 J. Meisenheimer, Die Weinbergschnecke, 8.113, Verlag Dr. Werner 
Klinkhardt, Leipzig 1912. 
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einer strukturlosen Masse und einer diinnen Kalkschale zeigt, ist zunichst 
nicht mit dem Vorhandensein verschiedener gewebespezifischer Poly- 
saccharide zu rechnen. Einen Hinweis, da8 die Eier mehr als zwei Poly- 
saccharide enthalten, gewinnt man aus der Elektrophorese eines wa8- 
rigen Extraktes frischer Kier. 

Zu seiner Gewinnung wurden mit Seesand verriebene Eier mit Wasser extra- 
hiert. Aus dem Extrakt konnte mit Essigsiure ein Niederschlag (I), aus der iiber- 
stehenden neutralisierten Lésung von I mit Alkohol eine zweite Fallung (II) ge- 


wonnen werden. Es liegen also ahnliche Verhaltnisse vor, wie sie bei der EiweiBdriise 
von Helix pomatia gefunden wurden®. 


Beide Niederschlage wurden papierelektrophoretisch untersucht. Elektro- 
phoresebedingungen: Veronal-Natriumacetat- Puffer, 48,7, 4 = 0,0757; 6°; 180 V; 
Papier Schleicher & Schiill Nr. 2043a; Start kathodennah; Dauer 16 Stdn. Ent- 
wicklung der Pherogramme: auf Eiwei8 mit Amidoschwarz 10 B® und Ninhydrin®; 
auf Polysaccharid mit Perjodsiure-Parafuchsin!®, 


Von Niederschlag I liefen zwei Proben in derselben Kammer. Die 
eine hiervon wurde mit Amidoschwarz angefirbt (Abb. la); man erkennt 
deutlich die Eiweifzone die nur eben sichtbare Zone 4. Der 
zweite Streifen, mit Perjodsiure-Parafuchsin entwickelt (Abb. 1b), hat 
in Hohe von Zone 4 die gréfte Farbintensitait. Es kénnte hier ein eiweil- 
freies Polysaccharid vorliegen. (Die schwache Anfirbbarkeit mit Amido- 
schwarz spricht nicht dagegen, da sich 
auch stickstofffreies Galaktogen ebenso 
verhilt.) Die anderen mit Amidoschwarz 
stiirker anfirbbar ssen sich 
auch mit Perjodahate-Parefacksin dar- 
stellen. Es diirfte sich hier um mehrere 2 
Glykoproteide handeln. 








Abb. 1. Elektropherogramm des essigsiurefall- 

baren Anteils (I) im waBrigen Extrakt aus Eiern 

von Helix pomatia. Firbung: a) Amidoschwarz 
10 B; b) Perjodsiure-Parafuchsin. 





a b 


Ein Elektropherogramm von Niederschlag IT, gelést bei pu 8,5, zeigte 
bei Entwicklung mit Ninhydrin 2 Zonen, die sich auch bei der anschlieBen- 
den Entwicklung desselben Streifens mit Perjodsiure-Parafuchsin dar- 


6 M. Geldmacher-Mallinckrodt u. F. May, diese Z. 307, 179 [1957]. 
Dort auch genaue Beschreibung der Methodik. 

7 M. Geldmacher-Mallinckrodt u. F. May, diese Z. 307, 191 [1957]. 

8 W. GraBmann, K. Hannig u. M. Knedel, diese Z. 290, 1 [1952]. 

® F. Cramer, Papierchromatographie,, Verlag Chemie, Weinheim 1953, 8. 55. 

10 A. v. AufseB, Histochemie 1, 206, 210 [1959]. 
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© stellen lieRen (Abb. 2, Zone 1 und 2). Es liege 
also mindestens zwei Glykoproteide vor. 

In dem Extraktionsriickstand der Eier, mit 
10proz. Kalilauge verkocht und mittels Alkohol. 
faillungen auf Polysaccharid aufgearbeitet, konnt« 
keine weitere Polysaccharidfraktion mehr nach- 


1 gewiesen werden. 
Insgesamt lassen sich demnach in den Eiern 
2 von Helix pomatia aus Niederschlag I und IT neben 


freiem Polysaccharid fiinf Glykoproteide durch An- 





Abb. 2. Elektropherogramm des Niederschlags mit Alkohol 
im Uberstand der Essigsiurefallung (II) aus dem waBrigen 
Extrakt von Helix-pomatia-Eiern. 


Farbung: Perjodsiure-Parafuchsin nach Ninhydrin. 


firbung nachweisen. Ein durch Laugenverkochung ganzer Kier dar- 
gestelltes und durch saure Fallungen in Galaktogen und Tetrasaccha- 
rid aufgetrenntes Priparat kénnte also in jeder dieser beiden Fraktionen 
noch ein oder mehrere von diesen Glykoproteiden stammende Poly- 
saccharide beigemischt enthalten. 

Ferner miiBte beriicksichtigt werden, da durch die Darstellungs- 
methoden (Lauge bei 100° iiber viele Stunden, saure Fillungen, eventuell 
Behandlung mit Kupferlauge zur weiteren Reinigung?* ein urspriinglich 
einheitliches Polysaccharid teilweise abgebaut oder in anderer Weise ver- 
iindert werden kénnte. 

Zur Priifung auf Einheitlichkeit wurde ein Galaktogenpriiparat, das 
aus Eiern von Helix pomatia in der beschriebenen Weise durch Laugen- 
verkochung dargestellt und vom Tetrasaccharid durch saure Fallungen 
befreit war, und dessen Aufbau May und Weinland" bereits eingehend 
untersucht hatten, nach Festlegung der wichtigsten chemischen und 
physikalischen Daten in der analytischen Ultrazentrifuge untersucht, 

Charakterisierung des untersuchten Praparates 

[a}i): —15,1 (Wasser, c = 1,52); Spezif. Drehung des Hydrolysates, bezogen 
auf die nachSomogyi! und Macleod- Robison" bestimmte und als Galaktose ge- 
rechnete’ Zuckerkonzentration : [a }y : + 57,0° (Somogyi) bzw. + 54,79 (Macleod). 

Aschegehalt: 2,25%%. 

Nach AufschluB mit Schwefelsiure!4 konnte bei Einsatz von etwa 1 mg Sub- 
stanz je Analyse kein Stickstoff nach der Methode von Tompkins und Kirk’® 
nachgewiesen werden. 


66 [1956]. 
2 M. Somogyi, J. biol. Chemistry 160, 61 [1945]. 
13M. Macleod u. R. Robison, Biochem. J. 28, 517 [1929]. 
4 B.W.Grunbaum, F. L. Schaffer u. P. L. Kirk, Analytic. Chem. 24, 
1487 [1952]. 
15 E.R. Tompkins u. P. L. Kirk, J. biol. Chemistry 142, 477 [1942]. 
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Phosphor wurde nach Veraschung von je 600 » Substanz in 1 cm? Wasser 
mit je 1 cm* 60proz. Perchlorséure!® kolorimetrisch nach Martin und Doty!?? als 
Molybdanblau in einer Mikromodifikation fiir 0,2 bis 0,6 y P bestimmt. Fiir die 
Farbreaktion wurde von der veraschten, mit Wasser auf 5,0 cm verdiinnten Liésung 
je 1,0 cm’ eingesetzt. Ablesung in einer 5-cm-Mikrokiivette im Stufenphotometer, 
Filter S 72. Aus den gefundenen Extinktionswerten wurde unter Verwendung einer 
Kichkurve die Phosphormenge bestimmt. Bei 5 Einzelanalysen wurde gefunden: 
2,4 + 0,1 y P, das sind 0,40% P. 


Dieser Wert unterscheidet sich merklich von dem von Weinland fiir das 
gleiche Galaktogenpraparat angegebenen (0,23°/, P)!8, wurde jedoch von Horst- 
mann!® fiir dasselbe Praparat nach einem weiteren Bestimmungsverfahren2® 
bestatigt. 


Bei der Papierelektrophorese wanderte das Polysaccharid zur Anode; nach 
Hydrolyse lie8en sich bei Papierelektrophorese elektroneutrale Zucker und Galak- 
tose-6-phosphorsaéure, im Chromatogramm letztere und Galaktose nachweisen 
(Analysenbedingungen bei s. 1. ¢.7). 


Untersuchungen in der analytischen Ultrazentrifuge 


Methodik 


Die Untersuchungen wurden mit einer Beckman/Spinco analytischen Ultra- 
zentrifuge Modell ,,E‘‘ bei 25,0° + 0,05° in reinem Wasser durchgefiihrt. DaB dabei 
keine Ladungseffekte vorkommen, zeigten Kontrollversuche in 1 proz. NaCl-Lésung. 
Bei Vorversuchen stellten wir fest, daB Galaktogen bei 60000 U./Min. vollstandig 
sedimentierbar ist. Fiir die Untersuchung verwendeten wir eine Aluminiumzelle 
mit 12 mm Lichtweg. 


Auswertung 

1. Sedimentation 

Zur Berechnung der Sedimentationsgeschwindigkeit wurden die Sedimen- 
tationswege mit einem Leitz MeBmikroskop (MeBgenauigkeit -- 0,005 mm) ver- 
messen. Als Me8punkt wurde das Kurvenmaximum gewahlt, an dem der Konzen- 
trationsverlauf in der Zelle einen Wendepunkt aufweist. Zur Bestimmung des 
Sedimentationskoeffizienten s, verwendeten wir die Naherungsgleichung nach 
Svedberg und Pedersen*!. 


Da als Lésungsmittel Wasser verwendet wurde, konnte auf Grund der geringen 
: bag ; : a 
Kompressibilitat dieses Mediums auf eine Druckkorrektur verzichtet werden. 


2. Diffusion 

Zur Diffusionsauswertung wurden die auf der Platte erhaltenen Diagramme 
im Vergr6Berungsapparat etwa 10fach vergréBert, was einer GesamtvergréBerung 
des Zellbildes in der Sedimentationsrichtung von etwa 21fach entspricht, und das 
Projektionsbild gezeichnet. Die so erhaltenen Kurvenflachen wurden dann mit 
einem Planimeter ausgemessen und die Héhen mit einem Prazisionslineal vermessen. 


16 H. Weil- Malherbe, Organische Phosphorverbindungen, in Hoppe-Seyler/ 
Thierfelder, Handbuch d. physiol.- u. pathol.-chem. Analyse ITI/1, 8S. 469, Springer- 
Verlag, Heidelberg 1955. 

17 J. B. Martin u. D. M. Doty, Analytic. Chem. 21, 965 [1949]; H. Weil- 
Malherbe, u. R. H. Green, Biochem. J. 49, 286 [1951]. 

18 H. Weinland, diese Z. 305, 219 [1956]. 

19 H. J. Horstmann, persénliche Mitteilung. 

20 F. L. Schaffer, J. Fong u. P. L. Kirk, Analytic. Chem. 25, 243 [1953]. 

21 The Svedberg u. K. O. Pedersen, Die Ultrazentrifuge, 8. 16, Gl. (27b), 
Verlag Th. Steinkopff, Dresden u. Leipzig 1940. 
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Die Auswertung der Diffusion im Schwerefeld erfolgte nach der Flachenmethode fii 
Philpot-Svensson- Diagramme”: 
1 

Dapp = : gr wom * (At/Hmax)? - (1 — @? st) 

(¢ = Zeit; w = Winkelgeschwindigkeit; 4; — Flache unter der Kurve 

Hmax = maximale Hohe der Gradientenkurve; teorr = korrigierte Versuchs. 

zeit; Dapp = Diffusionskoeffizient mit den Versuchsbedingungen behafte 

[wie Lage in der Ultrazentrifugenzelle und Konzentration)). 

Die korrigierte Versuchszeit ist dabei von dem Zeitpunkt an gerechnet, in den 
die Diffusionszone in der Diffusionsrichtung keine endliche Ausdehnung besitzt. 
Diese Bedingung ist nur dann erfiillt, wenn sich die Position der Sedimentations 
bzw. Diffusionsgrenze am Meniskus der Zellfiillung befindet. Diese Zeit laBt sich 


° . . 2 2 PA 
in der Praxis dadurch ermitteln, daB man den Ausdruck 2, — a,, gegen t auftragi 


‘9 z certs 
und x, — 2, > 0 extrapoliert**. 


(t = Zeit nach Erreichen der Héchstgeschwindigkeit; x= Position der 
Sedimentationsgrenze in der Zelle zur Zeit ¢; xm = Position des Meniskus.) 


Ist der Wert x, — on = 0,80 befindet sich die Sedimentations- bzw. Diffusions 


grenze am Meniskus, und auf der Zeitachse wird die Nullzeit fiir teorr angezeigt 
t orr ist dabei immer gr6Ber als t, da die Sedimentation und damit auch die Diffusion 
bereits beim Beschleunigen der Maschine einsetzen. 


3. Bestimmung der Konzentrationsverhaltnisse bei Mehr- 

komponentensystemen 

Unter der Voraussetzung von gelésten Substanzen mit konstantem Brechungs- 
indexinkrement ist nach Philpot-Svensson die Absolutkonzentration der 
Gradientenkurvenflache direkt proportional**. 

Dies ist jedoch nur unter der Einschrankung giiltig, daB der Verdiinnungs- 
effekt, der in allen sektorformigen Ultrazentrifugenzellen auftritt (1. ¢.21, 8. 7), auch 
fiir eine einzige Komponente nicht meBbar wirksam geworden ist. Dies ist in der 
Praxis nur dann der Fall, wenn sich die einzelnen Sedimentationszonen nicht zu weit 
voneinander entfernt haben. Auf den hierfiir evtl. noch méglichen Johnston- 
Ogston-Effekt?*, der zusatzlich zu einer Verfalschung der Flachenverhaltnisse fiihren 
kann, sei hier ebenfalls hingewiesen. Jedoch wird auch dieser Effekt erst bei weiterem 
Fortschreiten der Sedimentationszone in der Zelle wirksam?®. 

Die Analyse der Flachenverhaltnisse erfolgt in der Praxis, wie unter 2. gesagt, 
unter dem VergréBerungsapparat mit dem Planimeter. 


Ergebnisse 
1. Sedimentation 
Das Sedimentationsdiagramm von Galaktogen bei 59780 U./Min. 


(Abb. 3) zeigt anschaulich, daB diese Substanz nicht einheitlich ist, son- 
dern ein Mehrkomponentensystem darstellt. Bei 1—1,5proz. wifrigen 


2 H. K. Schachmann, Ultrazentrifugation, Diffusion and Viscometry, 
Bd. IV, Special Techniques for the Enzymologist, Academic Press Inc., Publishers, 
New York 1957. 

23 H.-G. Elias, Makromolekulare Chem. 25, 13 [1958]. 

24 J. St. L. Philpot, Nature [London] 141, 283 [1938]. 

25 J.P. Johnston u. A.G. Ogston, Trans. Faraday Soc. 42, 789 [1946]; 
A. G. Ogston, ,,Sedimentation, Diffusion und Viscosity” in ,,Physical Techniques 
of Biological Research, Band II, Academic Press, New York 1956. 

26 R. Trautmann, V. N. Schumaker, W. F. Harrigtonu. H. K. Schach- 


mann, J. chem. Physics 22, 555 [1954]. 
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: Lésungen erhalt man drei vermeBbare Gradientenkurvenmaxima, welche 


die Wendepunkte des Konzentrationsverlaufs der einzelnen Sedimen- 
tationsgrenzen darstellen. Die Sedimentationskoeffizienten s, sind in 
Tab. 1 zusammengefaBt. 





Abb. 3. Sedimentationsdiagramm des Galaktogens. Philpot-Svensson-System mit 
Phasenplatte nach Trautman und Wolters ; 59780 U./Min.,c = 1,5%, 7’ = 25,0°, 
Aufnahmeabstand 2 Min. 


Tab. 1. Sedimentationskoeffizienten des Galaktogens in waBriger Lésung. 








c [g/ul] 8 (Svedberg-Kinheiten) 

Gradient Nr. I II Ii 
1,50 5,2 11,4 29,1 
1,49 5,9 12,0 30,3 
1,20 6,2 13,0 30,0 
0,90 5,9 13,0 —* 
0,80 5,9 12,4 —* 














* = nicht auswertbar. 


Dabei wurde in der ersten Spalte die Konzentration des jeweiligen Sedi- 
mentationsversuches, in den folgenden Spalten die Sedimentationskoeffizienten der 
Gradienten aufgezeichnet, wobei die Einordnung I—III mit steigendem Sedimen- 
tationskoeffizienten vorgenommen wurde. 

Aus Tab. 1 ist ersichtlich, daB innerhalb der Fehlergrenze keine Ab- 
hingigkeit des Sedimentationskoeffizienten von der Konzentration gege- 
ben war. Die Vermessung der einzelnen Gradienten war durch die die 


Hoppe-Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie. 322 9 
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Sedimentationsgrenze schnell verbreiternde Diffusion sehr erschwert. 
Aus diesem Grunde war es auch nicht méglich, Messungen bei noch nied- 
rigerer Konzentration durchzufiihren. Héhere Konzentrationen als die 
oben angegebenen waren wegen der geringerwerdenden Auftrennung der 
einzelnen Gradienten nicht erfolgversprechend. Um die Sedimentations- 
koeffizienten praziser zu messen, miiBte man die einzelnen Komponenten 
in sog. Separationszellen?’ reiner darstellen und dann zur Untersuchung 
bringen. 
2. Diffusion 


Eine Bestimmung des Diffusionskoeffizienten von Galaktogen er- 
schien nach dem Befund der Sedimentationsuntersuchung sinnlos, weil 
diese Substanz aus drei Komponenten besteht. Zur Abschaitzung wurden 
aber die Diffusionskoeffizienten aus den Sedimentationsgrenzen des Sedi- 
mentationsgeschwindigkeits-Diagramms ermittelt. 


Wie aus Abb. 3 ersichtlich, iiberlagern sich die einzelnen Sedimen- 
tationsgrenzen, d. h. ihr vollstiindiger Verlauf wird im Diagramm nicht 
abgebildet. Um dennoch zu auswertbaren Diagrammen zu gelangen, wur- 
den die Aufnahmen, wie in der Methodik unter 2. beschrieben, vergréBert 
und die einzelnen Gradientenkurven unter der Annahme von angeniiher- 
ter Symmetrie um die maximale Héhe zeichnerisch vervollstindigt (siehe 
Abb. 4, gestrichelte Linien). 





a) b) lcm 












































Abb. 4. VergréBerung zweier Ultrazentrifugendiagramme des Galaktogens (——) 
mit c = 1,5% (a) bzw. c = 0,9% (b). Rekonstruktion der Gradientenkurven (- - - -). 
59780 U./Min., 7’ = 25,0°, Aufnahmeabstand 2 Minuten. 


27 D. A. Yphantis u. D. F. Waugh, J. physic. Chem. 60, 630 [1956]. 





Einz 
i 


zient 
es n 
und 

schli 





Bd. 322 (1960) Die Polysaccharide der Weinbergschnecke, V 119 


Nun war eine Auswertung méglich; die Zusammenfassung der 
dabei erhaltenen Einzelflachen (Spalte 5) bzw. Gesamtflichen (Spalte 6) 
und die daraus resultierenden apparenten Diffusionskoeffizienten 
(Spalte 7) sind in Tab. 2 zusammengefaBt. Die LErmittlung der 
korrigierten Versuchszeit erfolgte nach Abschnitt 2 der Methodik 
(siehe Abb. 5). 


Tab. 2. Apparente Diffusionskoeffizienten der Galaktogen-Komponenten 
(VergréBerungsfaktor Em, = 21,3). 














Konz. | Abb. 4 teorr | Gradient | Einzelflache |Ges.Flache} 107 - Dapp 
(%) Diagr. (Min.) Nr. (cm?) (cm?) 
1,5 a 2 5 I 1,4 6,8 
Poe II 4,4 21,4 18,1 
2 Til 15,3 52,5 
3 7 I 1,3 5,8 
3 II 5,0 23,2 23,3 
3 Kit 13,4 68,4 
4 9 I 2,8 8,3 
4 II 13,4 48,0 45,0 
4 Il 31,8 77,5 
5 11 I 2,4 6,8 
5 II 12,2 43,7 47,0 
5 Til 29,2 87,0 
6 13 I 3,7 13,6 
6 II 11,3 37,3 54,0 
6 Til 22,3 77,3 
0,9 bl 3,5 II 4,9 54,5 
1 III 13,0 18,0 17,0 
2 5,5 I 2,3 7,0 
2 II 7,2 38,4 — 
2 III 28,1 129 
3 7,5 I 1,5 5,2 
3 II 9,1 34,3 56,5 
3 Til 23,7 137 
+ 9,5 I 3,9 7,5 
4 II 15,7 43,8 62,0 
+ Til 24,7 117 




















Da die Genauigkeit der Bestimmung durch die Rekonstruktion der 
Kinzelflichen stark beeintrichtigt ist, konnte das Korrekturglied 
(1 — w*st) gleich 1 gesetzt und damit vernachlassigt werden. 

Wegen der starken Abhiangigkeit der apparenten Diffusionskoeffi- 
zienten von der Lage der Sedimentationsgrenze in der Zelle erschien 
es nicht zweckmaBig, durch eine Extrapolation auf den Meniskus 
und auf die Konzentration 0 auf die Diffusionskonstante zu 
schlieBen. 


g* 
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a) 6) 
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8 4 0 4 
Min —— 


Abb. 5. Ermittlung der korrigierten Versuchszeit durch Extrapolation der Gra- 
dientenverschiebung (a? -- a) auf den Meniskus.. 


a) c = 1,5%, vgl. Abb. 4a, Diagramm 2. b) c = 0,9%, vgl. Abb. 4b, Diagramm 1. 
59780 U./Min., 7 = 25,0°, Aufnahmeabstand 2 Minuten. Abszisse: Min. nach 
Erreichen der Hichstgeschwindigkeit. 


3. Analyse der Konzentrationsverhiltnisse 
Die Auswertung erfolgte nach Abschnitt 3 der Methodik, wobei die 
einzelnen Kurvenflichen analog dem im vorstehenden Abschnitt Ge- 
sagten rekonstruiert wurden. Zur Bestimmung zogen wir nur Aufnahmen 
heran, die mit ihren Sedimentationsgrenzen nahe am Meniskus lagen. 


Tab. 3. Prozentuale Mengenverhiltnisse der einzelnen Galaktogenkomponenten. 





| % | Svedbergeinheiten 











Gradient I 5 5,8 

Gradient IT 25 12,4 

Gradient ITI 70 29,9 
Diskussion 


Galaktogen aus Eiern von Helix pomatia, in der beschriebenen Weise 
dargestellt, besitzt 3 Molekulargréfenmaxima, die sich als drei diskrete 
Sedimentationsgrenzen im Ultrazentrifugendiagramm abbilden. Es lat 
sich aus der ungewoéhnlich hohen Abhingigkeit der apparenten Diffu- 
sionskoeffizienten von der Lage der Diffusionsgrenze in der Zelle der 
Schlu8 ziehen, daB in jedem Fall Gradient II und III, aus denen die iiber- 
wiegende Menge des Galaktogens besteht, keine molekulareinheitlichen 
Komponenten darstellen, sondern vielmehr eine MolekulargréBenvertei- 
lung besitzen. Bei Gradient I lift sich dieser Schlu8 aus der Ultrazentri- 
fugenuntersuchung nicht direkt ziehen, es ist jedoch nicht ausgeschlossen, 
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da8 sich auch diese Komponente aus verschiedenen MolekulargréBen zu- 
sammensetzt, die sich nur wegen der starken Behinderung durch den 
Gradient IT nicht auftrennen kénnen. Wir verzichteten auf die Molekular- 
gewichtsberechnung der einzelnen Komponenten. Sie ist bei derartigen 
paucimolekularen Substanzgemischen sehr problematisch, da einmal der 
Diffusionskoeffizient durch Diffusionsbehinderung der einzelnen Kompo- 
nenten gegeneinander um 10er Potenzen zu niedrig gefunden werden und 
zum anderen der Sedimentationskoeffizient im Hinblick auf Molekular- 
gewichtsberechnung durch die Polymolekularitét unkontrollierbar ver- 
filscht werden kann. Eine zuverlissige Molekulargewichtsbestimmung 
kann nur durch Messung der einzelnen Reinkomponenten erfolgen. 

Durch die Bestimmung der beim Gesamtpriparat angegebenen che- 
mischen tind physikalischen Daten fiir jede Einzelkomponente wird sich 
auch erst entscheiden lassen, ob die beschriebenen Fraktionen Glieder 
einer polymer-homologen Reihe sind oder ob sie sich in ihrer chemischen 
Zusammensetzung und ihrem Bauprinzip unterscheiden, wie dies an 
Polyfructosanen aus Grisern bei Untersuchungen in der Ultrazentrifuge 
beobachtet werden konnte*8. 

Die Arbeit wurde von der Deutschen Forschungsgemeinschaft teilweise 
durch Bereitstellen von Sach- und Personalmitteln unterstiitzt, wofiir wir auch an 


dieser Stelle danken méchten. Ebenso danken wir Herrn Dr. H. G. Elias, E. T. H. 
Ziirich, fiir sein freundliches Interesse an unserer Arbeit. 


Zusammenfassung 


Bei Untersuchungen in der analytischen Ultrazentrifuge erwies sich 
ein aus Kiern von Helix pomatia durch Laugenverkochung dargestelltes 
und iiber saure Fillungen gereinigtes Galaktogenpriparat als nicht mole- 
kulareinheitlich. Es konnten drei Molekiilgré8enmaxima gefunden und 
die zugehérigen Sedimentationskoeffizienten bestimmt werden. 


Summary 


A galactogen preparation has been obtained from the eggs of Helix 
pomatia by extraction with boiling alkali and purification by acid preci- 
pitations. The preparation was not homogeneous in the analytical ultra- 
centrifuge, which separated it into three distinct boundries; the sedimen- 
tation coefficients were determined. 


Frau Dr. Dr. M. Geldmacher-Mallinckrodt, Physiologisch-Chemisches 
Institut der Universitat, Erlangen, Wasserturmstrape 3. 


°8 H.-G. Elias u. A. H.Schlubach, Liebigs Ann. Chem. 627, 126 [1959]. 
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Untersuchungen an Nucleinsaéuren, I 


Zur papierchromatographischen Bestimmung 
von Pyrimidinen, Purinen und Nucleosiden* 


Von 
H. Venner 


Deutsche Akademie der Wissenschaften zu Berlin, Institut fiir Mikrobiologie und experimentelle 
Therapie Jena (Direktor: Prof. Dr. med. H. Kn6ll) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 14. Juli 1960) 


Seit die ZweckmaBigkeit der papierchromatographischen Bestim- 
mung von Bestandteilen der Nucleinsiiure nachgewiesen wurde??, haben 
diese Methoden breiten Eingang in die Praxis gefunden. Besonders fiir 
die Bestimmung der Pyrimidine und Purine wurden eine groBe Anzahl 
von Methoden entwickelt, iiber die von Wyatt*® zusammenfassend be- 
richtet wurde. Dagegen ist bisher fiir die Trennung der Riboside und 
Desoxyriboside noch keine befriedigende Methode angegeben worden. 

Als Grundlage fiir unsere Untersuchungen auf dem Gebiet der 
Nucleinsauren haben wir eine Reihe bekannter Methoden verglichen, um 
eine méglichst vielseitig anwendbare, leistungsfihige und zugleich be- 
queme Methode zu ermitteln. Demgemi® wurden 22 verschiedene Lé- 
sungsmittelgemische, vor allem nach der aufsteigenden Technik, unter- 
sucht sowie verschiedene Nachweismethoden iiberpriift. Im Hinblick auf 
die Bedeutung in der Lebensmittelchemie und Pharmazie wurden eine 
Reihe weiterer Pyrimidin- und Purinbasen, die nicht in den Nuclein- 
siuren vorkommen, in die Untersuchungen einbezogen. 

Nach den von Wyatt? gegebenen Empfehlungen wurden im allge- 
meinen die besten Resultate erzielt, jedoch wurde die aufsteigende Tech- 
nik als zweckmafBiger erachtet, da sie gut abgegrenzte Flecken ohne 
Schwanzbildung bei guter Trennleistung liefert und die durch die Steig- 
héhe des Lésungsmittelgemisches begrenzte Laufstrecke ausreicht. In den 
Tab. 1—3 sind die bei den einzelnen Lisungsmittelgemischen beobachte- 
ten Ry-Werte angegeben. Das Gemisch 8* erwies sich demnach infolge 
hoher Trennleistung und guter Reproduzierbarkeit als am besten geeig- 
net, obwohl es eine langsame Laufgeschwindigkeit von 20 Stdn./30 cm 
besitzt. Als einphasiges System ist es auch von Temperaturschwankungen 


* Verwendete Abkiirzungen: Adenosin = AR; Guanosin = GR; Cytidin 
= CR; Uridin = UR; Adenosindesoxyribosid = ADR; Guanosindesoxyribosid 
= GDR; Cytidindesoxyribosid = CDR; Thymindesoxyribosid = TDR. 

1 E. Vischer u. E. Chargaff, J. biol. Chemistry 168, 781 [1947]. 

2 R. D. Hotchkiss, J. biol. Chemistry 175, 315 [1948]. 

3 G.R. Wyatt in E. Chargaffu. J. N. Davidson, The Nucleic Acids, Bd.I, 
S. 243, Academic Press Inc. Publishers, New York 1955. 
4G. R. Wyatt, Biochem. J. 48, 584 [1951]. 
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Ry-Werte von Pyrimidinen und Purinen aus Nucleinséuren in 12 verschiedenen Liésungsmittelgemischen. 


Tab. 1. 
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Tab. 2. Rr-Werte von Pyrimidinen. 
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Tab. 3. Rr-Werte von Purinen. 








d die Substanz war nicht sauber 

e kann im Sauren mit Hilfe der Purinlampe nicht nachgewiesen 
werden 

f Nebenflecken 











Losungs- 
Verbin- Substituenten in Position mittel- 
dung gemisch 
1 2 4 5 6 8 10 
1 OH OH 0,63 | 0,42 
2 SH OH 0,66 | 0,29 
3 OH NH, 0,48 | 0,37 
4 SH OH OH 0,68 | — 
5 OH OH CH, 0,81 | 0,60 
6 OH OH CH,OH 0,58 | 0,28 
7 OH COOH OH a 0,13 > 
8 OH CH, OH 0,80 | 0,53 
9 SH CH, OH 0,78 | 0,43 
10 OH OH NH, c 0,17 
11 SH OH NH, ¢ 0,22 
12 SH NH, NH, 0,58 | 0,34 
13 NH, OH NH, - }° 0,28 
14 NH, NH, NH, b 0,394 
15 OH NH, NH, 0,12 >} 0,23 
16 OH NH, CH,OH 0,37 | — 
17 OH OH CH, OH 0,42 | 0,14f 
18 SH OH NH-SO,H} NH, 0,35 | 0,03 
19 CH, CH, NH, 0,78 | 0,71 
20 OH OH NOH OH 0,34 | 0,00 
21 OH OH a) NH, OH e 0,20 
b) CH, 
22 CH, OH OH NH, OH e 0,54 


Anmerkung: Um die Ubersicht nicht zu erschweren, wurde keine Unterscheidung zwischen 
tautomeren Formen getroffen, so daB die Substituenten -OH, -SH und -NH, auch bedeuten kénnen: 
=O, =S und = NH. 

a Streifen am Start 

b geringe Schwanzbildung 

e zersetzt in Siiure 



















Anmerkung: s. 


























Verbin- Substituenten in Position “a 
dung 
1 2 3 6 7 8 9 8 10 
1 NH, | CH, 0,2 a 
2 NH, CH, 0,32 — 
3 NH, 0,25 — 
4 NH, OH 0,15 — 
5 OH OH OH Start 0,07 
6 CH, | OH | CH, | OH | CH, 0,74 0,72 
7 OH | CH, | OH | CH, 0,45 0,49 
8 CH, | OH | CH, | OH 0,53 0,44 
9 OH OH 0,18 0,11 
10 OH 0,24 0,18 
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méBiger, nur neutrale oder schwach alkalische |Gemische zu verwen- 
den*. 

Wie Tab. 4 zeigt, sind fiir die Trennung der Nucleoside besonders die 
schwach alkalischen Gemische 10 und 21 geeignet, wihrend die bisher 
von anderer Seite angegebenen Gemische, abgesehen von den stark sau- 
ren, keine voll befriedigenden Trennleistungen aufweisen. Beide Gemische 
haben den Vorteil, daB sich die Nucleoside als kleine, gut abgesetzte 
Flecke zeigen. Das Gemisch 10 trennt die Desoxyribonucleoside sehr gut 
auf (Steighéhe 38,5 cm, Papier Schleicher & Schiill 2043b; WF 15, WF 16) 
(s. Abb. 1). Bei einer Steighéhe von 30 cm eignet sich nur Papier 2043b. 


Tab. 4. Rr-Werte von Nucleosiden. 
Im Gemisch 7 laufen alle untersuchten Nucleoside gemeinsam ohne Trennung. 








Nu- Lésungsmittelgemisch 

cleo- 

side 2 3 4 5 6 8 108 11 14 218 
GR | 0,28 | — o — | 0,61 — | 0,12 | 0,19 |0,59* | 0,12 
AR | 0,35 | 0,18*| 0,46 | 0,66* | 0,72*| 0,28 | 0,37 | 0,27* | 0,55* | 0,28 
CR 0,47 | 0,11 — |0,72* | 0,74*| 0,38 | 0,26 | 0,22*|0,82**! 0,20 


UR 0,64 | 0,19*| 0,58* | 0,63* | 0,75*| 0,60 | 0,29 | 0,37 | 0,85**) 0,33 
TDR | 0,77 | 0,47 | 0,60*|0,75* | 0,85 | 0,82 | 0,58 | 0,56 | 0,85**) 0,58 
































GDR | 0,30>] 0,19*| 0,40 |0,58*>} — | 0,26>] 0,21 —- 0,21 

ADR | 0,38] 0,31 | 0,50 |0,74*>) — | 0,25>] 0,44 — 0,39 

CDR | 0,57 | 0,19*| 0,67 | 0,78* — | 0,51 | 0,37 — 0,31 
* und **: laufen jeweils ae: —: nicht untersucht; 


a wegen Auftrennung vgl. Text 
b infolge Siurehydrolyse partielle Umwandlung zu Guanin baw. Adenin. 


; @) 


‘ 

Abb. 1. Papierchromatographische a3. | 
Trennung von Nucleosiden (ein- 
maliger Lauf). Papier: Schleicher & @) 

Schill 2043b. Gemisch 10, aufstei- 02: @ | 
gend; Steighdhe 38,5 cm. Es wur- 


den von jeder Substanz 30 yg auf- 
getragen. (i) () (#) () 











* In stark alkalischen Lésungen besteht Hydrolysengefahr der Pyrimidin- 
nucleoside. 
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Besonders giinstig fiir das praktische Arbeiten wirkt sich die schnelle 
Laufgeschwindigkeit und die grofe Steighéhe des Gemisches 10 aus. 
Durch Variation des Zusatzes an Ammoniak oder Aminen bzw. Saéuren 
(Gemisch 11,12,15 bis 22,Abb.2) kann auch beider Chromatographie anderer 
Substanzen deren pg,-Wert Rechnung getragen werden, ohne daB dic 
giinstigen Eigenschaften des Lésungsmittelgemisches verloren gehen. 

Da in Gemisch 10 bei der Chromatographie der Riboside CR und UR 
nicht gut auftrennen, ist es besser, das Gemisch 21 zu verwenden. Die 
Trennung der Nucleoside kann durch zweimaligen aufeinanderfolgenden 
Lauf in gleicher Richtung mit dem gleichen Lésungsmittelgemisch ver- 
bessert werden. Dies ist bei der Trennung der Riboside mit Gemisch 21 
empfehlenswert (Papier 2043b, Laufstrecke je 30 cm). Unter diesen Be- 
dingungen liefert auch das Gemisch 10 eine einwandfreie Trennung der 
Riboside. Ein drei- oder mehrmaliger Lauf brachte keine weitere nen- 
nenswerte Verbesserung der Trennung. 

Das Gemisch 21 ist zur Trennung eines Gesamt-Nucleosidgemisches 
auch im zweimaligen Lauf nicht geeignet, weil dabei nur GR und TDR 
einwandfrei abgetrennt werden, wihrend CR und GDR als gemeinsamer 
Fleck laufen und AR, CDR, UR und ADR in der genannten Reihenfolge 
(steigender Rg-Wert) sich nur abschniiren, jedoch nicht einwandfrei von- 
einander trennen. Die Trennleistung einer Reihe weiterer Modifizierungen 
des Gemisches 10 gegeniiber Ribosiden geht aus Abb. 2 hervor. Auffallig 
ist die Verinderung des Rp-Wertes von UR mit steigender Ammoniak- 
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Abb. 2. Trennung von Ribosiden in verschiedenen Lisungsmittelgemischen. Auf- 
getragen: je 30 ug GR, AR, CR, UR. Papier: Schleicher & Schiill 2043b. Die 
Nummern entsprechen den Lisungsmittelgemischen (21*: Trennung nach dem 
zweiten Lauf). 
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Konzentration.* Im Gemisch 10 werden nach zweimaligem Lauf in gleicher 
Richtung, mit Ausnahme des Paares AR/CDR, alle Ribonucleoside und 
Desoxyribonucleoside gleichzeitig sauber voneinander getrennt (Abb. 3). 





Da diese beiden Nucleoside so- 08 
wohl hinsichtlich der Base als auch 
des Zuckers unterschiedlich sind, ist 
es méglich, nach Ausschneiden und — 07; 
Elution durch Rechromatographie, lon 


sie in einem sauren Lésungsmittelge- 
misch, etwa 8 oder 2, zu trennen, 
wobei fiir beide keine Gefahr der 
Hydrolyse unter den genannten Be- 
dingungén besteht®. Eine andere 
Méglichkeit besteht darin, das Elu- 
tionsgemisch von AR und CDR mit 
70proz. Perchlorsiiure bei 100° 2 
Stdn. im Wasserbad zu hydrolysieren 
und als Basen zu rechromatographie- 
ren. Auch eine Differential-Spektro- 
photometrie wire méglich,da CDR 
bei 280 mu bzw. AR bei 255 mu | 
ihre Extinktionsmaxima besitzen. In l AR ; 
allen genannten Fiillen ist die Zugeh6- (cor) \-7 be 
rigkeit der Basen zu Desoxyribonu- 
cleinsiiure bzw. Ribonucleinsiuremit 4” (up \ a3 
volliger Eindeutigkeit festgelegt. \ op} 
Bei der Festlegung der Flecken 
erwies sich die Verwendung einer 


S 

S 
{5 
— 
D 


a 
= 
x 


Re (laut) —— 
S 
be 

Rr (Zlauf) a 


S 

od 

Son 
(83) ‘ 


< S 
S 
_ = 
been 
t 
S 
Ss 


~. 


as 
S 
= 

i 


ia 104 


o- 

> 

> 
See 
-~ 
n 

=> 


>> 
bd 
\ 
4 
- 


Pie 4 
eS Ge 


/ 
\ 
- 


\ 





Purinlampe als am besten geeignet. 071 \Gor } cap \ La 
Bei Einhaltung kurzer Belichtungszei- i 
ie, tas 
/' (GR) | GR) 
Abb. 3. Papierchromatographische Tren- all \ 
nung von Nucleosiden (zweimaliger Lauf | vi a a 
, rus 


in gleicher Richtung). Papier: WF 16; Ge- 
misch 10, aufsteigend; Steighdhe 1. 50 cm, 
2. 47,5 em; gestrichelte Linien nach dem : 





ersten Lauf, starke Linien nach dem zwei- 
ten Lauf. Aufgetragen: 1. Riboside und 
Desoxyriboside; 2. Riboside; 3. Desoxyri- 

boside (je 30 yg). / 2 J 
ten wurde keine Verminderung des Cytosin-Gehaltes bei der Festlegung in- 
folge Chlor-Entwicklung aus dem Gemisch 8 beobachtet’. 


? G. Schramm u. B. v. Kérekjart6, Z. Naturforsch. 7b, 589 [1952]. 

* Wahrend der Ry-Wert der iibrigen Riboside in Gemisch 10 u. 15—18 mit 
steigender Ammoniak-Konzentration ansteigt, nimmt der Ry-Wert von UR zu- 
nachst ab, um dann nur wenig anzusteigen. Wie daraus hervorgeht, ist die Ammo- 
niak-Konzentration kritisch und muB8 genau eingehalten werden, um eine gute 
Trennuny zu erzielen. 
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Die quantitative Bestimmung der Basen und Nucleoside wurde 
im iibrigen nach der Technik von Wyatt* durchgefiihrt, indem Blind- 
proben in gleicher GréBe und gleichem Abstand vom Start, bezogen auf 
die zu messende Substanz, ausgeschnitten wurden. Die Elution der Basen 
erfolgte mit 0,1 oder 0,2n Salzsiure, in der auch die Extinktionsmessung 
vorgenommen wurde, wihrend die Elution und Messung der Nucleoside 
entweder mit 2n Essigsiure oder 0,01 Salzsiure erfolgte, da die Elution 
der Nucleoside mit Wasser innerhalb 24 Stdn. nicht vollstaindig bzw. 
unterschiedlich war. Von den Eluaten wurde jeweils die genaue Lage des 
Absorptionsmaximums ermittelt und der zugehérige Extinktionswert 
der Berechnung zugrunde gelegt. Dabei wurden Wellenlingenschwankun- 
gen des Maximums um 1—2 my gelegentlich beobachtet. 

Ein vereinfachtes Vorgehen unter Verzicht auf die Blindproben ergab 
erhéhte Fehler, die auch dann noch stérend waren, wenn die Blindproben 
von beliebigen Stellen des Chromatogramms gewihlt wurden. Eine Be- 
stimmung auf Grund der Relation: Extinktionsmaximum/-minimum 
erwies sich jedoch nach chromatographischer Trennung als entbehrlich. 

Um einen Uberblick iiber die unter den genannten Bedingungen bei 
der Papierchromatographie auftretenden Fehler zu erhalten, wurde eine 
systematische Uberpriifung der einzelnen Manipulationen durchgefiihrt. 
Tab. 5 zeigt, da die Extinktions-Werte bei Proben (Cytosin), die nur 
aufgetragen und ohne chromatographischen Lauf eluiert wurden, eine 


Tab. 5. Streuung der Extinktions-Werte von Cytosin 
(nicht gelaufen bzw. nach chromatographischem Lauf). 





Aufgetragen 0,01 ml,| Aufgetragen 0,02 ml,/Aufgetragen 0,04 ml, 
eluiert eluiert eluiert 
in 5 ml 0,2n HCl in 5 ml 0,2n HCl in 10 m/l 0,2nHCl 


gelaufen nicht gelaufen 





0,179; 0,166; 0,164; | 0,324; 0,311; 0,330; | 0,331; 0,325; 0,330; 














0,166; 0,160 0,313; 0,340 0,330 
Mittelwert . . . 0,167 0,326 0,329 
wae. 0,334 0,326 0,329 
Streuung (%). . +5,7 +4,5 +0,9 
Fehler des Mit- 
telwertes (%). . 2,5 2,0 0,5 





°% Abweichung 
der Mittelwerte 
(0,02 ml) von 

dem Mittelwert 
(nicht gelaufen) . 














Tab. 6. Stre Reis au 7 : 
ab. 6. , } Si i ii i i 
Streuung der Extinktions-Werte der Basen eines kiinstlichen Gemisches. Zahlen in Klammer: Amax in mu 
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Streuung aufweisen (+ 0,9%), 
die etwas geringer ist als die 
nach chromatographischer Ent- 
wicklung beobachtete (= 5,7 
bzw. 4,5%). Die Mittelwerte 
aus je 5 Versuchen zeigen da- 
bei eine Differenz von etwal%, 
(Werte: gelaufen/nicht gelau- 
fen), so daB bei einer Mittelung 
iiber 5 Werte eine befriedigen- 
de Ubereinstimmung erzielt 
wird. Wie weiterhin aus Tab. 6 
hervorgeht, ist die Streuung 
auch bei den anderen Basen 
nicht gréBer als bei Cytosin 
vorher angegeben. Die Mittel- 
werte der Extinktion nach 
chromatographischem Lauf, 
bezogen auf die Extinktion 
der entsprechenden Konzen- 
tration der Ausgangslésungen, 
liegen bei Adenin, Cytosin und 
Guanin innerhalb der Fehler- 
grenze der Streuung der ,,ge- 
laufenen“ Werte. Bei Thymin 
und Uracil ist dagegen ein 
UberschuB von 11 bzw. 20% auf 
Grund der in diesem Ry -Wert- 
bereich zu beobachtenden Ver- 
unreinigungen zu erkliren, die 
aus dem Papier stammen. Da- 
fiir sprechen auch eigene Mes- 
sungen an ,,leer’’ gelaufenem 
Papier.* 

Wenn Hydrolysate von 
Ribonucleinsiure und Desoxy- 
ribonucleinsiure verwendet 


* Insbesondere fiir Rechro- 
matographieempfiehlt es sich, das 
anzuwendende Lésungsmittelge- 
misch zuvor durch das leere Papier 
laufen zu lassen. Eine gelegentlich 
bei Cytosin unter der UV-Lampe 
zu beobachtende Fluoreszenz beein- 
trichtigt die MeBergebnisse nach 
der Elution nicht. 
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werden, ist die Streuung ihrer Extinktions-Werte nicht gréBer (Tab. 7 
und 8) als die in Tab. 6 fiir ein definiertes Basengemisch erhaltene Streuung, 
so daB durch die Hydrolyse die Streuung praktisch nicht vergréBert wird. 

Fiir die Mithilfe bei den Versuchen danke ich Frau R.Horn und Fraulein 
U. Koéhler. Herrn Dr. R. WeiB aus unserem Institut danke ich fiir die Anferti- 
gung einer Reihe von Pyrimidinen und Purinen. 


Beschreibung der Versuche 


Substanzen: Alle Nucleoside sowie ein Teil der Pyrimidine und Purine waren 
handelsiibliche Substanzen, meist vom Reinheitsgrad ,,chromatographisch rein‘ 
oder ,,p. a.“*. Der gréBte Teil der in Tab. 2 angegebenen Pyrimidine sowie das 7- und 
9-Methyl-adenin wurden von Herrn Dr. R. WeiB aus unserem Institut hergestellt 
und gereinigt. 

Papier: Es wurden die Papiere Schleicher & Schiill 2043b, Mgl, und die Pa- 
piere WF 15 und 16 des VEB Spezialpapierfabrik Niederschlag (Erzgeb.) verwendet. 
Die ersten béiden sind sich hinsichtlich ihrer Beschaffenheit und Eigenschaften sehr 
ahnlich, das Papier WF 16 unterscheidet sich davon im wesentlichen nur durch 
héheres Gewicht (145 g/m? gegeniiber etwa 120 g/m*). Soweit nicht anders ver- 
merkt, zeigten die Papiere gleiche Resultate, jedoch kénnen auf WF 16 etwas 
gréBere Mengen bei sonst gleicher Trennung aufgetragen werden. Die maximale 
Steighéhe betrug fiir alle drei oben genannten Papiere fiir das Gemisch 10 und des- 
sen Modifikationen etwa 45—50 cm bei Zimmertemperatur. Zur Verwendung fiir 
saure Lésungsmittelgemische wurden die Papiere zuvor mit 2n HCl und anschlieBend 
mit Wasser wieder neutral gewaschen*. 

Lésungsmittel: n-Butanol und Propanol-(2) waren Handelsprodukte (Merck, 
chromatographisch rein). Methanol, Athanol und Aceton waren p. a.-Lésungsmittel, 
die nach den iiblichen Methoden noch gereinigt wurden. Die Amine wurden gereinigt 
und frisch destilliert verwendet. Die Sauren waren p.a.-Handelsprodukte. 

Die Lésungsmittelgemische wurden stets frisch angesetzt und meist am nach- 
sten Tag benutzt, auBer den Gemischen 1, 2 und 8, die zweckmaBigerweise erst nach 
mehrtagigem Stehenlassen verwendet wurden. Die neutralen und alkalischen Ge- 
mische wurden nur frisch hergestellt verwendet. 

Folgende Lésungsmittelgemische wurden benutzt: 

1. Methanol/Salzsiure/Wasser 70:20: 108 

2. Methanol/Athanol/Salzsiure/Wasser 50:25:6:198 
3. wassergesattigtes Butanol!-*9 

4. Methanol/2n Ammoniak 70:301° 

5. Aceton/25proz. Trichloressigsiure 75: 251° 

6. Aceton/35proz. Ameisensiure 60:401° 

7. Aceton/Essigséure 50:501° 

8. Propanol-(2)/Salzsiure/Wasser 170:41:394 

9. n-Butanol/Ammoniak/Wasser 86:13: 12-1! 
10. n-Butanol/Aceton/Wasser/Ammoniak 20:25:7,5:1,5° 
I]. n-Butanol/Aceton/Wasser/Essigséure 20:25:7,5:1,5 
12. n-Butanol/Aceton/Wasser 20:25:9 
13. n-Butanol/Aceton/Wasser/Pyridin/N-Athylpiperidin 20:25:7,5:0,75:0,75** 
14. wiBr. Ammoniak (1n; pH10)? 


* Dies war notwendig, um eine sonst bei sauren Gemischen sich ausbildende 
Front von Verunreinigungen, unter der UV-Lampe als dunkle Wolke sichtbar, zu 
entfernen. 

** s, Anmerkung S. 132. 

8 K. 8. Kirby, Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 18, 575 [1955]. 

® R. Markham u. J. D. Smith, Biochem. J. 45, 294 [1949]. 

10 §. Burrows, F. 8. M. Grylls u. J. 8S. Harrison, Nature [London] 170, 
800 [1952]. 

11 W.S. MacNutt, Biochem. J. 50, 384 [1952]. 
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5 

16. n-Butanol/Aceton/Wasser/Ammoniak 20:25:7,5:1,0 

17. n-Butanol/Aceton/Wasser/Ammoniak 20:25:7,5:2,0 

18. n-Butanol/Aceton/Wasser/Ammoniak 20:25:7,5:2,5 

19. n-Butanol/Aceton/Wasser/Pyridin 20:25:7,5:1,5** 

20. n-Butanol/Aceton/Wasser/Piperidin 20:25:7,5:1,5 

21. n-Butanol/Aceton/Wasser/N-Athylpiperidin 20:25:7,5:1,5 
22. n-Butanol/Aceton/Wasser/N -Dimethylanilin 20:25:7,5:1,5 

Die Mengenangaben beziehen sich auf Volumen/Volumen. 

Auftragen und Entwicklung der Chromatogramme: 0,001—0,1 ml 
von 0,lproz. (bei qualitativen Chromatogrammen bis 0,5proz.) waBr. Lésungen der 
Basen und Nucleoside wurden mit Hilfe von Blutzuckerpipetten (0,1 m1/1000 Tei- 
lung), mindestens 2 cm vom Unterrand entfernt, unter gleichzeitigem Trocknen mit 
Warmluft aufgetragen. Zur Erzeugung der Warmluft bewahrten sich am praktisch- 
sten KunststoffschweiBkolben (300 W), die mit Vorwiderstanden auf eine Lufttem- 
peratur von etwa 45—50° eingestellt waren. An der Miindung angebrachte leichte 
Schlauche gestatteten ein miitheloses Hantieren. 

Die Chromatogramme wurden fiir die aufsteigende Technik in zylindrische 
GlasgefaBe eingestellt, in die mindestens 16 Stdn. zuvor das Lésungsmittelgemisch 
in einer etwa 0,3 cm hohen Schicht eingefiillt war, um eine ausreichende Sattigung 
der Kammer zu erreichen. Die GefiBe standen unter einer Abzugskabine, deren 
Absaugéffnungen verschlossen waren. Da auch die Laborriume keinen starkeren, 
kurzzeitigen Temperaturanderungen ausgesetzt waren, konnte ein Temperatur- 
intervall von etwa 1° bei 20° innerhalb der Laufzeit eines Chromatogramms einge- 
halten werden. 

Fir die absteigende Technik wurden die gleichen Bedingungen gewahlt; die 
Wannen wurden .mit Hilfe von Glasstaben, deren Enden mit Vakuumschlauch- 
stiicken versehen waren, eingesetzt!*. Absteigende Durchlaufchromatogramme 
wurden an dem unteren Ende ausgeschnitten, um ein Abtropfen besser zu ermég- 
lichen. 

Nach beendetem Lauf wurden die Chromatogramme im Abzug aufgehangt 
und bei Zimmertemperatur getrocknet. Griindliche Trocknung ist vor allem bei 
salzsiurehaltigen Gemischen notwendig, da sonst unter der UV-Lampe Chlorent- 
wicklung auftreten kann (Verfarbung des Papiers; hohe Leerwerte). 

Bei mehrfachem Lauf wurden die Chromatogramme nach dem Trocknen er- 
neut in die gleiche Kammer eingebracht. 


Nachweis der Flecken 

Zum Nachweis diente anfangs eine Purinlampe der Fa. Marggraf, Berlin- 
Charlottenburg, spater ein gréBeres Modell der Fa. Heraeus, Hanau. Damit konnten 
Mengen bis herunter zu etwa 1 wg Base oder Nucleosid nachgewiesen werden. Guanin 
und guaninhaltige Verbindungen sind dabei sofort auf Grund ihrer Fluoreszenz 
kenntlich, wahrend alle iibrigen Verbindungen als mehr oder minder dunkle Flecken 
auf leicht fluoreszierendem Untergrund auftraten. Die Lage der Flecken wurde 
durch Umranden mit Bleistift gekennzeichnet. Adenin wurde gelegentlich mit Hilfe 
von Permanganat nachgewiesen!*. Andere Methoden zum Nachweis der Basen" 
bewahrten sich nicht, da sie wesentlich weniger empfindlich sind als der Nachweis 
mit der Purimlampe. 

Beziiglich des Nachweises der Ribose und 2-Desoxyribose in Nucleosid-Flecken 
wurde wie I. c.6 verfahren. 


** Tnfolge des enthaltenen Pyridins war dieErkennung der Basen und Nucleo- 
side durch starke Untergrundfarbung sehr erschwert und eine quantitative Bestim- 
mung nicht méglich. 

12 Vogl. F. Cramer, Papierchromatographie 4. Aufl. Verlag Chemie, Wein- 
heim, BergstraBe 1958. 

138 KE. Gerlach u. H. J. Déring, Naturwissenschaften 42, 344 [1955]. 
14 H. M. Rauen, Biochem. Taschenbuch, Springer Verlag, Heidelberg 1956. 
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Quantitative Auswertung der Chromatogramme 


Je nach Lage der Flecken wurden die Chromatogramme in entsprechende Fel- 
der aufgeteilt, die nach Zerschneiden jeweils getrennt eluiert wurden. Auf jedem 
Chromatogramm waren 5 Startpunkte mit der gleichen Menge des zu analysierenden 
Gemisches sowie damit abwechselnd 5 Startpunkte mit Vergleichssubstanz bekann- 
ten Gehaltes aufgetragen*. Ein Papierleerwert in der jeweiligen Héhenlage wurde 
auf jedem Chromatogramm mitbestimmt. 

Die Elution der zerschnittenen Papierfelder erfolgte mit jeweils 5 mi 0,1 oder 
0,2n HCl bei Basen bzw. 2n Essigsaure oder 0,01 Salzsaure (pH2) bei den Nucleosi- 
den, die aus einer Biirette zugegeben wurden; die Elution wurde durch Stehenlassen 
bei 37° iiber Nacht durchgefiihrt. Dabei war eine hydrolytische Spaltung des GDR 
und ADR nicht zu beobachten, jedoch empfiehlt es sich, alle Eluate nicht langere 
Zeit stehen zu lassen*. Auch die Basen-Vergleichslésungen sollen im Kihlschrank 
nicht linger als 14 Tage stehen bleiben. 

Die Vermessung erfolgte mit Hilfe eines Spektrophotometers (meist spektro- 
photometrisehe MeBeinrichtung A, VEB Zeiss Jena, gelegentlich auch am Uvispek, 
Hilger & Watts, London). Es wurde jeweils in einem Intervall von 10 my um das 
Maximum herum gemessen und der dazu gehérige Extinktionswert wurde der Be- 
rechnung zugrunde gelegt, selbst wenn gelegentlich eine Differenz des Maximums 
von 1—2 my in der Wellenlange fiir die betreffende Base oder Nucleosid auftrat 
(vgl. Tab. 6—8). Es wurde stets eine verschmolzene Quarzkiivette, Schichtdicke 
etwa 1 cm, verwendet und gegen die Leerwerteluate im entsprechenden Abstand 
vom Start vermessen. Das Mittel der Extinktionswerte der 5 MeBproben wurde zu 
dem Mittel der Extinktionswerte der 5 definierten Vergleichsproben jedes Chro- 
matogramms in Beziehung gesetzt und die wg-Werte daraus errechnet. Bei allen 
Vergleichssubstanzen wurden Wassergehaltsbestimmungen durchgefiihrt** und ihre 
Spektralwerte vorher iiberpriift. 

Zu Tab. 5: 0,lproz. Lésung. Lésungsmittelgemisch : 8. Papier WF 15. Kiivette: 
Schichtdicke 0,996 cm, vermessen gegen 0,1n HCl. 

Zu Tab. 6: Aufgetragen: je 0,03 mi der Lésungen von Adenin (9,90 mg), Guanin 
(9,47 mg), Cytosin (8,51 mg), Uracil (9,33 mg) und Thymin (9,90 mg) in 10 ml 0,1n 
HCl. Lisungsmittelgemisch 8. Papier Schleicher & Schill 2043b. Kiivette: Schicht- 
dicke 0,997 cm, vermessen gegen 0,1n HCl. em der verwendeten Basen: 

Adenin: 13,15 10° (262/63 my) Uracil: 9,54 10° (258/59 my) 
Guanin: © 12,31 10% (248/49 my) Thymin: 8,19 10° (266 my) 
Cytosin: 10,6910* (275 my) (Eigene Messungen bei px1,0). 

Zu Tab. 7: 100,4 mg Hefe-Ribonucleinsiure Nr. 3*** wurden mit 1 ml 68proz. 
HClO, auf siedendem Wasserbad im Zentrifugenglas erhitzt; nach Abzentrifugieren 
(6000 x g/10 Min.) des Riickstandes (Kohle) wird etwa 6—7mal mit je 5 ml Wasser 
hei8 nachgewaschen, bis keine Basen im Waschwasser mit Hilfe der Purinlampe 
(Tiipfeln!) mehr nachweisbar sind und auf 100 ml aufgefiillt. 0,1 mi der erhaltenen 
Lésung wurden auf jeden Startpunkt aufgetragen. Papier: Schleicher & Schiill 
2043b, Gemisch 8. Elution 1—2 Stdn. bei 60—70° im Wasserbad. Kiivette: Schicht- 
dicke 1,000 cm. Die jeweiligen Maxima wurden gegen 0,1n HCl vermessen. 

Zu Tab. 8: 100,3 mg Kalbs-Thymus-Desoxyribonucleinséure Nr. 11+ (hoch- 
molekular, fadig) wurden, wie oben fiir Ribonucleinsaéure beschrieben, hydrolysiert 
und gegen 0,1n HCl vermessen. Kiivette: Schichtdicke 0,996 cm. 


* Die Nucleosid-Vergleichslésungen sollen nicht langer als 1 Woche stehen, 
da sonst Anderungen der Extinktionswerte auftreten. Es besteht auch Gefahr 
der Infektion durch Luftkeime; es wurde auf waBr. Losungen gelegentlich Bakterien- 
und Pilzwuchs beobachtet. 

** Nucleoside sind teilweise hygroskopisch, so daB selbst bei chromatographisch 
reinen Substanzen eine Nachpriifung unbedingt erforderlich ist, vgl. 1. c. °. 

*** 5,54°/, H,O; 8,50% P; 14,55% N. N/P 3,78. 

+ 15,42% H,O; 8,15% P; 14,60% N. N/P 3,96. [E] 1% = 208,5 bei 258mp. 


lcm — 
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In den Tab. 6—8 wurde die mittlere Streuung angegeben. Der Fehler des Mit- 
telwertes wurde errechnet nach: 


Fehler = % mittlere Streuung / yn 
(n = Anzahl der Wiederholungen). 
Alle Angaben iiber die Genauigkeit der Methoden sind in einem Bereich von 
etwa 10—100 ug Base bzw. Nucleosid, aufgetragen pro Fleck, giiltig. 


Zusammenfassung 


Es wurden verschiedene bekannte Methoden zur papierchromato- 
graphischen Bestimmung von Pyrimidinen und Purinen im Hinblick auf 
eine méglichst leistungsfihige und gleichzeitig einfache und quantitative 
Bestimmung miteinander verglichen. Dabei erwies sich die von Wyatt 
angegebene Methode, allerdings nach der aufsteigenden Technik, am 
giinstigsten. Fiir die Trennung der Nucleoside wurde ein Lésungsmittel- 
gemisch gefunden, das, mit Ausnahme des als einen Fleck erhaltenen 
Paares Adenosin/Cytosindesoxyribosid, alle iibrigen natiirlich vorkom- 
menden Ribonucleoside und Desoxyribonucleoside trennt. Verschiedene 
Varianten der Trennung und quantitativen Bestimmung von Nucleosiden 
werden beschrieben. Die Genauigkeit der quantitativen Bestimmung 
wurde im Hinblick auf Fehlerquellen iiberpriift. 


Summary 


The efficiency and simplicity of various known methods for the paper 
chromatographic determination of pyrimidines and purines have been 
investigated and compared. Wyatts method (but with ascending 
solvent), was found to be the most suitable. A solvent system is reported, 
which separates all the naturally occurring ribonucleosides and deoxy- 
ribonucleosides, with the exception of adenosine and cytosine-deoxy- 
riboside which migrate together. Some modifications of the separation 
and quantitative estimation of nucleosides are described. Sources of 
error ard the accuracy of the estimation have been checked. 


Dr. H. Venner, Deutsche Akademie der Wissenschaften zu Berlin, Institut fiir 
Mikrobiologie und experimentelle Therapie, Jena, Beuthenbergstr. 11. 
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Uber den Mechanismus der Gluconeogenese 
nach oraler Cortisol-Gabe 


Von 
H. J. Hiibener 


Aus dem Institut fiir Vegetative Physiologie der Universitit Frankfurt a. M. 
(Der Schriftleitung zugegangen am 21. Juli 1960) 


Herrn Professor Sch midt-Thom é zum 50. Geburtstag gewidmet 


Die Gluconeogenese in der Leber anzuregen, ist eine der wich- 
tigsten physiologischen Funktionen der Nebennierenrinden-Hormone 
(NNR-H)!*. Der Mechanismus dieser Hormonwirkung ist bis heute 
noch unklar. Die nachfolgend beschriebenen Versuche sprechen dafiir, 
daB die NNR-H primar Enzyme (oder Strukturproteine) induzieren, 
die die Umwandlung von cytoplasmatischem Leber-Protein in Glucose- 
vorstufen vermitteln. 


Methodik 


Fiir alle Versuche wurden mannliche Albinoratten, 110—130 g schwer, ver- 
wendet. Die Tiere wurden mit Laatz-Standard-Futter ernahrt. Vor dem Experiment 
hungerten sie 24 Stunden. Nach dieser Zeit ist praktisch kein Glykogen mehr in der 
Leber nachweisbar. Wenn nicht anders vermerkt, wurde den Tieren zur Zeit Null 
5 mg Cortisol pro 100 g Kérpergewicht mit einer Schlundsonde gefiittert. 

Die Analysen der Isotope wurden mit dem Geiger-Miller-Glockenzahlrohr 
durchgefiihrt, wobei die Selbstabsorption durch einen ,,inneren Standard“ beriick- 
sichtigt wurde. Die anderen Analysen wurden ebenfalls nach bekannten Verfahren 
ausgefiihrt (vgl. Abbildungslegende). 

Die Mitochondrien wurden nach Klingenberg et al.’ dargestellt. Die An- 
sitze enthielten in 2 ml Inkubationsmedium‘, 0,2 mil 0,25m Hydrogencarbonat, 
0,1 ml 0,25m Substrat und 0,15 ml Mitochondrien (entsprechend etwa 4 mg Protein). 
Es wurde mit 5% Kohlenséure in Sauerstoff aquilibriert. Den Ansatzen fiir die 
PEP-Bildung wurde zusatzlich 0,05 ml 0,lm ATP zugesetzt. — Das Carbonat ist 
ein wesentlicher Bestandteil des Mediums; es stimuliert das Utter-* wie das 
Ochoa-Enzym® um ein Vielfaches. — Die Ansatze wurden 15 Min. bei 25° inku- 
biert, die Reaktion mit I m/ 10proz. Perchlorsiure gestoppt und die Reaktions- 
produkte in dem mit Kalilauge neutralisierten Perchloratiiberstand mit dem opti- 
schen Test Warburgs bestimmt®. 


* Verwendete Abkiirzungen: NNR-H = Nebennierenrinden-Hormone; GPT 
= Glutamat-Pyruvat-Transaminase; PEP = Phosphoenol-pyruvat; nMol = Nano- 
Mol = 10-® Mol; nC = Nano-Curie = 10-9 C. 

1 N. Altzuler, R. Steele, J. S. Wall u. R. C. de Bode, Amer. J. Physiol. 
191, 29 [1957]; 192, 219 [1958]. 

2 §. A. Berson u. R. 8. Yalow, Science [Washington] 181, 607 [1960]. 

3 M. Klingenberg u. W. Slenczka, Biochem. Z. 331, 486 [1959]. 

4M. F. Utter u. K. Kurahashi, J. biol. Chemistry 207, 787, 821 [1954]. 

5 S. Ochoa, A. H. Mehler u. A. Kornberg, J. biol. Chemistry 174, 979 
[1948]; J. B. Veiga Salles u. S. Ochoa, ebenda 187, 849 [1950]. 

6 H. J. Hohorst, F. H. Kreutz u. Th. Biicher, Biochem. Z. 382, 18 [1959]. 
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Glykogenanalysen (vgl. 1. c.”*): Die Ratten wurden durch einen Schlag 
auf den Kopf getétet, entblutet, die Leber schnell entnommen und in flissige Luft 
geworfen. Die gefrorene Leber wurde zermorsert und gefroren in 20 ml 6proz. Per- 
chlorsaure (0°) iibergefiihrt. Es wurde bei 0° homogenisiert und scharf zentrifugiert. 
Sodann wurde mit 10 ml Perchlorsiure nachextrahiert. Die vereinigten Extrakte 
wurden geteilt. Die eine Halfte wurde zur Analyse der injizierten Substrate auf- 
gearbeitet. Die andere Halfte wurde mit 5 Vol. Athanol versetzt, 12 Stdn. stehen- 
gelassen und dann zentrifugiert. Das Sediment wurde in 4 m/ Wasser aufgenommen 
und 4 ml 30proz. Kalilauge zugefiigt. Es wurde 1 Stde. in einem siedenden Wasser- 
bad hydrolisiert und danach mit dem 5fachen Vol. Athanol 3 Stdn. bei 37° gefallt. 
Das Sediment wurde in 4 ml Wasser gelist, klar zentrifugiert und vom Uberstand 
Radioaktivitét und Glucosegehalt bestimmt. — Vor der alkalischen Hydrolyse 
enthalt das mit Athanol gefallte Glykogen noch etwa 10°, Ribonucleinsaure*, nach 
der Hydrolyse ist es auf Grund des UV-Spektrums praktisch frei von Ribonuclein- 
siure. 


Ergebnisse 


Folgende Beobachtungen weisen darauf hin, da8 unter der Wirkung 
von Cortisol eine Enzyminduktion stattfindet: 


1. Die Kinetik der Leberglykogenbildung nach oraler Cortisol- 
Gabe entspricht der einer Enzyminduktion (vgl. Abbildung). Als Modell 
fiir die Induktion eines Enzyms untersuchten wir die Bildung der 20f- 
Hydroxy-steroid-Dehydrogenase in Streptomyces hydrogenans (20f- 
Dehydrogenase)? nach Cortisolzusatz. In beiden Systemen, der Leber- 
glykogen- und der 206-Dehydrogenase-Bildung, erfolgt nach einer 
Latenzzeit von 1 bis 2 Stdn. iiber 3 bis 5 Stdn. ein steiler Anstieg, an den 
sich iiber lingere Zeit eine fast stationiire Phase anschlieBt.— Auch die 
Kinetik der cortisolinduzierten Leber-Tryptophanpyrrolase?° entspricht 
im wesentlichen der Kinetik des Glykogenanstiegs nach oraler Cortisol- 
Fabe*!, i 

2. Beide Systeme werden von Hemmstoffen der Protein- 
synthese, DL-Athionin, DL-p-Fluor-phenylalanin, jedoch nicht durch 
f-[Thienyl-(2)]-alanin inhibiert (Tab. 1). — Athionin hemmt die Gly- 
kogenbildung aus Laatz-F¥utter nicht. Dies spricht gegen eine unspezi- 
fische Wirkung. 

3. Nach orientierenden Versuchen werden Glykokoll-[1-4C] und 
Lysin-[u-4C]** in der Induktionsphase vermehrt in die Mikrosomen der 
Rattenleber inkorporiert. — Markiertes Glykokoll fiihrt auferdem zu 
erhéhter Radioaktivitit der Mitochondrien-Fraktion. 


* Wir danken Herrn Doz. Dr. R. K. Zahn, Frankfurt a. M., fiir diese Analysen. 
** yw = uniform markiert. 

7 N. V. Carrol, R. W. Longley u. J. H. Roe, J. biol. Chemistry 220, 583 
[1956]. 

8 B. P. Block u. P. F. D’ Arey, Nature [London] 182, 181 [1958]. 

9 G. Nesemann, H. J. Hiibener, R. Junk u. J. Schmidt-Thomé, Bio- 
chem. Z. 888, 88 [1960]. 

10 M. Civen u. W. E. Knox, J. biol. Chemistry 234, 1787 [1959]; P. Feigel- 
son. T. Dashman u. F. Margolis, Arch. Biochem. Biophysics 85, 478 [1959]. 
1G. Degenhardt, I. Alester u. H. J. Hiibener, in Vorbereitung. 
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Zeitlicher Verlauf der Glucocorticoid-Wirkung. 


Auf der Abszisse ist die Zeit nach oraler Gabe von 6 mg Cortisol pro 100 g Ratte 
angegeben. Die Tiere hungerten wihrend des Experiments und 24 Stdn. zuvor. — 
Lediglich bei dem 96-Stdn.-Versuch wurden die Tiere in den ersten 3 Tagen gefiit- 
tert und erhielten taglich 3 mg Cortisol pro 100 g Kérpergewicht; das letzte Mal 


O* 


0: 


@: 


16 Stdn. vor der Tétung. 
Glykogen: 100% = 11,2 mg Glucose/g Leber Feuchtgewicht; Mittelwert von 


3 Tieren; durch ‘Anthronreaktion? bestimmt. 

Cytoplasmatisches Protein: 100% = 122 +7 mg Protein/g Leber-Feucht- 
gewicht; Mittelwert von 6 Tieren, durch Biuret1? bestimmt. 
Glutamat-Pyruvat-Transaminase: 100% = 36,1 -- 7,1 uMol/Min. pro g 
Leber-Feuchtgewicht; Mittelwerte von je 10 Tieren; bestimmt nach 1. c.}. 


: Nebennierenrinden-Hormone: 100% = 27,6 nMol/g Leber-Feucht- 


gewicht; enzymatischer Nachweis'*; Mittelwerte von je 3 Tieren. 


: Zum Vergleich: 206-Hydroxy-steroid-Dehydrogenase in Streptomyces hy- 


drogenans zur Zeit ,,Null‘* mit 1,6 - 10-4 m Cortisol in Schiittelkulturen indu- 
ziert; 100°, = 0,28 uMol/Min. pro mg Protein. 


2-H. J. Hiibener u. F. G. Sahrholz, Biochem. Z. 383, 95 [1960]. 


13 L. Grein u. G. Pfleiderer, Biochem. Z. 330, 433 [1958]. 
4H. J. Hiibener u. W. Rick, in H. U. Bergmeyer, Methoden der enzyma- 


tischen Analyse, Verlag Chemie, Weinheim/BergstraBe. im Druck. 
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Tab. 1. EinfluB von Inhibitoren der Proteinsynthese auf die Gluconeogenese nach 
oraler Cortisol-Gabe. 
Die Ratten erhielten 5 mg Cortisol pro 100 g Kérpergewicht. Die angegebene Dosis 
des Hemmstoffes wurde je fiinf Tieren pro 100 g Kérpergewicht 1 Stde. vor sowie 
1 Stde. nach Cortisolgabe mit einer Schlundsonde gefiittert. Die Ratten wurden 
5 Stdn. nach der Cortisolfiitterung getétet und das Leberglykogen mit der Anthron- 
reaktion (vgl. Methodik) bestimmt. 


























mg Glykogen/g Leber- Sidi i 
feuchtgewicht poet er 20f- 
le 
emmeeeel 0,8 mi des 0,3 ml des Sonsini 
durch Cortisol 
Hemmstoffes | Hemmstoffes 
Kontrollen ohne Hemmstoff . 8,9 + 1,3 
pi-Athionin 0,16 m in isoton. etwa 50% Hemmung 
NO 3 SR eS. BG ws 1,3 + 0,3 10,3 +1,6 | bei 4x10-4 m 
DL-p-Fluor-phenylalanin etwa 50% Hemmung 
(Kristallsuspension; 9 mg/ml) 1,4 + 0,5 7,.6+2,4 | bei 8x.10-4 m 
B-[Thienyl-(2) ]-alanin 
(Kristallsuspension in isoton. keine Hemmung bis 
NaCl; 8,6mg/ml)...... 7,2 + 3,1 8,44+2,3 |1,3x10-3 m 





« 


Weiche Enzyme werden durch Cortisol induziert? 


Von verschiedenen Autoren wurden die Transaminasen, insbe- 
sondere die Glutamat-Pyruvat-Transaminasen (GPT), fiir die Cortisol- 
wirkung verantwortlich gemacht!>. Aus der Abbildung ist jedoch 
ersichtlich, daB die GPT zur Zeit des Glykogenanstieges nicht erhéht 
ist. — Die Abweichung vom Ausgangswert ist statistisch nicht gesichert 
(p > 0,05). Erst nach drei bis vier Tagen steigt die GPT etwa um das 
Doppelte an. Die GPT hat daher mit der primiiren Wirkung der NNR-H 
auf den Kohlenhydrat-Stoffwechsel nichts zu tun. 


5 


Auch das Ochoa-Enzym (,,malic encyme‘‘)® sowie das Utter- 
Enzym‘ der Mitochodrien vorbehandelter Ratten waren wihrend des 
Glykogenanstiegs nicht erhéht. Das O choa-Enzym wurde an der Decarb- 
oxylierung von Malat zu Pyruvat, das Utter-Enzym an der Bildung 
von Phosphoenol-pyruvat (PEP) aus Malat gemessen. Auf Mitochon- 
drien-Protein in mg bezogen, bildeten die Mitochondrien cortisolvor- 
behandelter Tiere wihrend der Induktionsphase 3,6 nMol Pyruvat/mg 
sowie 4,8nMol PEP/mg. Die nicht-cortisolvorbehandelten Kontrollen 
bildeten 4,1 nMol Pyruvat/mg sowie 5,6 nMol PEP/mg. 


15 F. Gavosto, A. Pileriu. A. Brusca, Biochim. biophysica Acta [Amster- 
dam] 24, 250 [1957]; F. Rosen, N. R. Roberts, L. E. Budnick u. C. A. Nichol, 
Science [Washington] 127, 287 [1958]; A. B. Eisenstein, Biochim. biophysica 
Acta [Amsterdam] 36, 580 [1959]. 
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Im Einklang hiermit steigt die Summe von Pyruvat und Lactat 
unter Cortisol-Einwirkung an}*, Sie miiBte jedoch abfallen, wenn diese 
beiden Enzyme die Gluconeogenese auslésen wiirden. 


Die Abnahme der Leber-Proteine nach Cortisol-Gabe 


Die Frage, welche Enzyme nun tatsichlich induziert werden, ist 
eng verkniipft mit der Frage, aus welchen Substraten die Leber das 
Glykogen unter der Wirkung von Cortisol bildet. Aus der Abbildung ist 
ersichtlich, daB zur Zeit des Glykogenanstiegs der Proteingehalt der 
Leberzellen abnimmt. Diese Abnahme des Leberproteins ist statistisch 
gesichert (p < 0,001). Fiir jedes unter Cortisoleinwirkung gebildete mg 
Glykogen verschwinden 2 bis 3 mg Protein aus dem Lebercytoplasma. — 
Ein wesentlicher Teil des cortisolinduzierten Glykogens stammt daher 
sehr wahrscheinlich aus dem Leber- Protein. 


Der spite Anstieg des Leber-Proteins nach 4tigiger] Behandlung 
stimmt mit friiheren Befunden?’ iiberein, kann jedoch die primire Corti- 
costeroidwirkung nicht erkliren. 


Der chemische Mechanismus der Gluconeogenese 


Um einen Anhalt dafiir zu gewinnen, auf welchem Wege die Amino- 
situren des Leberproteins in Glucose umgewandelt werden, haben wir 
den Ratten einmal Glykokoll-[2-4C], zum anderen Glykokoll-[1-'4C], 
wihrend der Cortisol induzierten Gluconeogenese in ,,tracer‘‘-Mengen 
i. p. injiziert. 

Wiirde die Leber das Glykokoll iiber C,-Dicarbonsiuren 1’ in Glucose 
umwandeln, so wiirden wir, da sich die C-Atome | und 4 iiber Fumarat 
volistiindig aquilibrieren?®, fiir das Verhaltsnis: 4C-Einbau aus Glyko- 
koll-[2-4C] zu 4C-Einbau aus Glykokoll-[1-C] einen Quotienten von 
2, bei Einbau von Formylresten aus Glykokoll bis 3 erwarten. 


Tatsaichlich wurde jedoch das Glykokoll-[2-“C] lediglich 1,6mal 
schneller als das Glykokoll-[1-4C] in das Leberglykogen eingebaut 
(Tab. 2). Dies spricht ebenso wie die oben erwaihnten Enzym- und 
Substrat-Analysen dafiir, daB ein wesentlicher Teil der Gluconeogenese 
nach oraler Cortisolgabe nicht iiber die C,-Dicarbonsiuren verliuft. — 


16 H. J. Hohorst, E. H. Kreutz, Th. Biicher u. H. J. Hiibener, Biochem. 
Z. in Vorbereitung. 

17 J. Clark, J. biol. Chemistry 200, 69 [1953]. 

18 J. Mendicino u. M. F. Utter, Federation Proc. 17, 274 [1958]; H. A. 
Krebs, Bull. Johns Hopkins Hosp. 95, 45 [1954], zit. nach J. S.Fruton u. §.Sim- 
monds, General Biochemistry, 8. 513, John Wiley & Sons, Inc. Publ., New York 
1959. 

19 H. D. Haberman u. A. F. D’Adamo jr., J. biol. Chemistry 235, 934 
[1960]. 











140 H. J. Hiibener, Bd. 322 (1960) 


Der Glykokoll-Einbau kénnte daher iiber Serin®® #4 und Phospho- 
glycerinsinre®! 22 oder iiber Glykolaldehyd und den Pentosephosphat- 
cyclus** erfolgen. 


Tab. 2. Substrateinbau in cortisol-induziertes Glykogen. 


Mannliche Albinoratten erhielten 3,5 mg Cortisol pro 100 g Ratte oral. 1 Stde.und 

3 Stdn. nach Cortisolgabe wurde den Tieren je 10 uC des angegebenen Substrates in 

0,5 ml physiol. NaCl-Lésung i.p. injiziert. 5 Stdn. nach der Cortisolfiitterung wurden 

die Tiere getétet und Radioaktivitaét sowie Glykogen analysiert. Die Werte geben 

die spezif. Radioaktivitat des Glykogens in nC/nMol (bez. auf Glucose) an. In Klam- 
mern ist dic Anzahl der Versuche wiedergegeben. 


Glykokoll-[2-4C] Glykokoll-[1-"C] Na,!CO, 





62 ++ 6 (6) 38 +L 5 (5) 12 + 3 (5) 


Markiertes Carbonat wurde geringer als Glykokoll in das Glykogen 
eingebaut. Beide Substrate lassen sich jedoch nicht absolut vergleichen, da 
ihre spezifischen Aktivitiiten in der Leber nicht genau bestimmt wurden. 


Das Schicksal der zugefiihrten Nebennierenrinden-Hormone 


Das oral zugefiihrte Cortisol wird wihrend des Glykogenanstiegs 
zum gréBten Teil inaktiviert (s. Abbildung) und ist nach etwa 6 Stdn. 
in der Leber nicht mehr nachweisbar. Verabreicht man 3 mg Cortisol 
pro 100 g Ratte, so ist bereits nach 2 bis 3 Stdn. das zugefiihrte Steroid 
aus der Leber verschwunden, wihrend die Kinetik der Glykogenbildung 
mit der in der Abbildung dargestellten identisch ist. Diese Befunde 
sprechen neben anderen** gegen die Transhydrogenase-Theorie der 
NNR-H-Wirkung**. Wiirde diese Theorie zutreffen, miiBte die Gluconeo- 
genese um so stirker sein, je héher die NNR-H-Konzentration in der 
Leberzelle ist. 


Die Ergebnisse sollen in anderem Zusammenhang_ besprochen 
werden. 


Die Deutsche Forschungsgemeinschaft unterstiitzte diese Arbeiten 
durch eine Sachbeihilfe, wofiir ich ergebenst danke. 


20 G. B. Nadkarni, B. Friedmann u. 8. Weinhouse, J. biol. Chemistry 
235, 420 [1960). 

21 H. J. Sallach, J. biol. Chemistry 223, 1101 [1956]; Thesis, University of 
Illinois. 

22 W. Lamprecht, D. Diamantstein, F. Heinz u. P. Balde, diese Z. 
316, 97 [1959]. 

23 W. Lamprecht, persdnliche Mitteilung. 

* B. Bloom, J. biol. Chemistry 235, 857 [1960]; I. E. Bush u. V. B. Mahesh, 
Biochem. J. 71, 718 [1959]; V. B. Mahesh u. F. Ulrich, Nature [London] 184, 1146 
[1959]; H. J. Hiibener, Ber. ges. Physiol. exp. Pharmakol. 215, 17 [1960]. 

25 B. Hurlock u. P. Talalay, J. biol. Chemistry 288, 886 [1958]; P. Tala- 
lay u. H. G. Williams-Ashman, Proc. nat. Acad. Sci. USA 44, 15 [1958]; B. 
Hurlock u. P. Talalay, Arch. Biochem. Biophysics 80, 408 [1958]. 
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Zusammenfassung 


Die beschriebenen Versuche sprechen dafiir, da die Nebennieren- 
rinden-Hormone die Gluconeogenese in der Leber durch Enzyminduk- 
tion auslésen. 

Substrat fiir die Glykogenbildung sind in den ersten 6 Stdn. nach 
oraler Cortisolgabe hauptsichlich Leberproteine. 

Ein wesentlicher Teil des cortisol-induzierten Glykogens wird nicht 
iiber C,-Dicarbonsiuren gebildet. 

Transaminasen oder Transhydrogenasen sind an dem Glykogen- 
anstieg nach Cortisolzufuhr nicht ursichlich beteiligt. 


s Summary 


The reported experiments indicate that hormones of the adrenal 
cortex initiate gluconeogenesis in the liver by enzyme induction. 

In the first 6 hrs., after the oral administration of cortisol, the 
substrates for glycogen synthesis are mainly liver proteins. 

A major proportion of the cortisol-induced glycogen is not formed 
via C,-dicarboxylic acids. 

Transaminases or transhydrogenases are not causally involved in 
the increase of glycogen following cortisol administration. 


Doz. Dr. H. J. Hiibener, Institut fiir Vegetative Physiologie, Frankfurt a. Main- 
Siid, Ludwig-Rehn-StraBe 14. 
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Untersuchungen iiber Rinderleberkatalase, I 


Die Abhangigkeit der Enzymaktivitét von tryptischer 
und pankreatischer Spaltung* 
Von 


H. R. Schiitte, Ingeborg Steinbrecht und K. Winder 


Aus dem Institut fiir Biochemie der Pflanzen zu Halle (Saale) der Deutschen Akademie der 
Wissenschaften zu Berlin und dem Institut fiir Organische Chemie der Universitat Halle 


(Der Schriftleitung zugegangen am 1. August 1960) 


Zur Aufklarung der Struktur und Funktion von Enzymen sind 
schon verschiedentlich proteolytische Hydrolysen mit anschlieBender 
Bestimmung der Zusammensetzung und katalytischen Aktivitit der 
Hydrolyseprodukte herangezogen worden. So lieB sich beispielsweise 
feststellen?, daB von den 39 Aminosiuren des Adrenocorticotropins nur 
die ersten 28 (vom Aminoende gezihlt), die nach Abbau mit Pepsin 
iibrig bleiben, fiir die Wirkung notwendig sind. Uber die Hialfte der 
Aminosiurebausteine von Papain® kénnen durch Aminopeptidase ab- 
gespalten werden, ohne da Aktivititsverlust eintritt. Durch Carboxy- 
peptidase lassen sich bei Ribonuclease*, Chymotrypsin®, Lysocym® und 
Hefe-Enolase’? mehrere Aminosiurereste ablésen, ohne daB die Enzymak- 
tivitat abfallt. ; 

Katalase gehért zu den Chromoproteiden, bei denen Hiim die pros- 
thetische Gruppe darstellt und fiir die enzymatische Wirkung verant- 
wortlich ist. Andererseits ist die Aktivitat des intakten Enzyms um ein 
vielfaches gréBer als die der prosthetischen Gruppe und anderer Modell- 
substanzen. Es schien daher interessant zu untersuchen, welcher Art 
der aktivierende Einflu8 des Proteinanteils ist. In einer friiheren Unter- 
suchung! konnte gezeigt werden, da die freien SH-Gruppen keine 
wesentliche Bedeutung fiir die Enzymaktivitit besitzen, waihrend bei 
reduktiver Spaltung der Disulfid-Briicken die Katalase-Wirksamkeit 
stark abnahm. Aufgabe dieser Arbeit war es, die Katalaseaktivitit in 
Abhingigkeit von tryptischer und pankreatischer Hydrolyse zu unter- 
suchen. 


* Vorlaufige Mitteil.: H. R. Schiitte, Angew. Chem. 71, 579 [1960]. 

1 J, Mitteil.: H.R. Schiitte u. H. Niirnberger, diese Z. 315, 13 [1959]. 

2 R.G.Shepherd,S. D. Willson, K.S. Howard, P. H. Bell, D.S. Davies, 
E. A. Eigner u. N. E. Shakespeare, J. Amer. chem. Soc. 78, 5067 [1956]. 

3 R.L. Hillu. E. L. Smith, J. biol. Chemistry 281, 117 [1958]. 

4 G. Kalnitsky u. W. I. Rogers, Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 20, 
378 [1956]; W. I. Rogers u. G. Kalnitsky, ebenda 28, 525 [1957]: 

5 J. A. Gladner u. H. Neurath, J. biol. Chemistry 206, 911 [1954]. 

6 J. I. Harris, zit. nach H. Fraenkel-Conrat, J. I. Harris u. A. L. Levy 
in D. Glick, Methods of Biochemical Analysis, Bd. IT, S. 359 u. zwar S. 416, 
Interscience Publ., New York 1955. 

7 O.Nylanderu. B.G.Malmstrém, Biochim. biophysica Acta [Amsterdam ] 
34, 196 [1959]. 
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Beschreibung der Versuche 


1. Die Darstellung der kristallisierten Rinderleberkatalase erfolgte 
nach Schnuchel, vgl. auch die I. Mitteil.1. 


2. Durchfiihrung der Hydrolysen: Die Katalase wurde mit 0,2m Na- 
triumphosphatpuffer, pH7,1, gelést, so da8 die Lésung Iproz. an Katalase war. 
Durch das Auflésen der Katalase sank der po -Wert auf 7,0. Die Lésung wurde mit 
Trypsin bzw. Pankreasferment versetzt. Das Ferment-Substrat-Verhaltnis betrug 
im ersten Falle 1:100, im zweiten 1:100 und 1:200. Das Trypsin war ein pulver- 
formiges Produkt der Fa. Merck* mit 15000 Fuld-Gross-Einheiten im g. Es léste 
sich sofort auf. Das Pankreasferment war ein Produkt des VEB Berlin Chemie*. 
Die waBr. Lésungen wurden zur Hemmung von Bakterien mit etwas mehr Toluol 
versetzt als zur Sattigung notwendig war. 


3. Verfolgung der Hydrolysenrate: Bei der Spaltung mit Trypsin wurden 
0,5 ml, bei der Spaltung mit Pankreasferment 0,3 mi, der lproz. Katalaselésung 
entnommen und mit schwach essigsaurem Wasser auf 10 ml aufgefiillt. 1 mJ der 
verdiinnten Lésung wurde mit 1 mil des modifizierten Ninhydrinreagenzes nach 
Moore und Stein? 15 Min. im verschlossenen Reagenzglas in ein siedendes Wasser- 
bad gehangt. Nach dem Erhitzen wurde mit 8,5 ml 50proz. Athanol verdiinnt. Die 
Absorption wurde im lichtelektrischen Kolorimeter nach Dr. B. Lange mit dem 
Orangefilter 0 G 2 gemessen. In die linke Kiivette wurde eine Lésung gegossen, die 
auf gleiche Weise bereitet war und nur statt der Katalaselésung schwach saures 
Wasser enthielt. 


4. Bestimmung der katalatischen Aktivitat: Die katalatische Aktivi- 
tit wurde nach v. Euler und Josephson”® bestimmt. 0,5 ml Katalaselésung wur- 
den entnommen und auf 500 ml aufgefiillt. 1 mi der verd. Lésung enthielt also 10 ug 
Katalase. 50 ml einer 0,02—0,03m Wasserstoffperoxyd-Lésung, die 0,067m an 
Phosphatpuffer, pH 6,8, war, wurde auf 0° abgekiihlt. Es wurden 1 mi der Katalase- 
lésung zugegeben, gut umgeschiittelt und Proben zu je 5 ml abpipettiert. Nach 
3, 6, 9 und 12 Min. wurden 10 ml 10proz. Schwefelsiure zugesetzt und das unum- 
gesetzte Wasserstoffperoxyd mit 0,005m KMn0O, titriert. Der Wert zur Zeit 0 
wurde durch Titration von 5 ml der Wasserstoffperoxyd-Lésung bestimmt. 


5. Bestimmung der Molekulargewichte mit Hilfe der Starkesaulen- 
Methode?!; Die nach 1. c.1 hergestellte, mit gequollener Maisstarke gefiillte Saule 
wurde mit Haimoglobin!?, Albumin!’, Globulin!’ und Katalase geeicht. 0,5 ml der 
Eich- oder Probelésung wurden mit einer Pipette auf die Starke gegeben. Nach dem 
Kindringen der Probe wurde die Saule mit Puffer gefiillt. Fir Hamoglobin, Albumin, 
Globulin und Katalase wurde ein Borat-KCl-Puffer vom px 8,5 und fiir die Katalase- 
hydrolysate ein Acetat-NaCl-Puffer vom pH 5,0 verwendet. Mittels geeichter Réhr- 
chen wurden 0,5-ml-Fraktionen aufgefangen und untersucht. 


Hamoglobin wurde bei 578 my im Zeiss-Spiegelmonochromator ausgemessen. 
Albumin, Globulin und Katalase sowie Katalasehydrolysate wurden durch An- 
farben mit Amidoschwarz 10B bestimmt". Jeweils 200 ul wurden auf Papierstreifen 
als gleichgroBe Flecken (Durchmesser 3,5 cm) aufgetragen. Die einzelnen Farb- 


* Fiir die Uberlassung der Praparate sagen wir der Firma E. Merck, Darm- 
stadt, sowie dem VEB Berlin-Chemie unseren besten Dank. 

8 G. Schnuchel, diese Z. 298, 241 [1954]. 

® §. Moore u. W. H. Stein, J. biol. Chemistry 211, 907 [1954]. 

10 H. v. Euler u. K. Josephson, Liebigs Ann. Chem. 452, 158 [1927]. 

11 G. H. Lathe u. C. R. J. Ruthven, Biochem. J. 62, 665 [1956]. 

2 §. Fittkau, Wiss. Z. Univ. Halle Math.-Nat. 3, 4, 839 [1954]. 

13 E.J.Cohn, T.L.McMeekin, J.L.Oncley, J.M. Newell u. W.L. 
Hughes, J. Amer. chem. Soc. 62, 3386 [1940]. 

144 W. GraBmann u. K. Hannig, diese Z. 290, 1 [1952]. 
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flecke wurden ausgeschnitten und mit 3 m/ 0,05» NaOH eluiert. Nach 30 Min. war 
der Farbstoff véllig eluiert und wurde bei 595 mu im Monochromator kolorimetriert. 

6. Bestimmung der Molekulargewichte mit Hilfe der Phywe- 
Ultrazentrifuge*: Kinzelheiten fiir die Bestimmung der Sedimentationskon- 
stante, der Diffusionskonstante und Molekulargewichte sind bei Winder! zu- 
sammengestellt. 

7. Die Absorptionsspektren wurden mit einem Spiegelmonochromator der 
Firma Zeiss, Jena, aufgenommen. 


Ergebnisse und Diskussion 


Wird native Rinderleberkatalase in 1 proz. Lésung in 0,2m Phos- 
phatpuffer bei px 7,0 mit Trypsin im Ferment-Substrat-Verhiltnis 1: 100 
bei 37° inkubiert, so zeigt die Hydrolyse den in Abb. 1 dargestellten 
Verlauf. Die untere Kurve zeigt den Kontrollversuch einer Katalase- 
































Pees i i 
s 30 -$_- 
= J Abb. 1. Kurve I zeigt den Hydrolyseverlauf 
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probe mit Phosphatpuffer ohne Trypsin. Wihrend die Hydrolysekurve, 
die in mehreren Versuchen mit zwei verschiedenen Trypsinproben repro- 
duzierbare Werte ergab, eindeutig eine Zunahme der Aminogruppen und 
damit eine Spaltung zeigt, konnte in der Lésung mit Puffer ohne Trypsin 
kolorimetrisch keine Spaltung nachgewiesen werden. 


Ein ahnliches Bild bietet sich bei der Hydrolyse von nativer Kata- 
lase mit Pankreatin, einem Gemisch von verschiedenen Pankreasfer- 
menten. Die Spaltung wurde ebenfalls in 0,2m Phosphatpuffer mit einem 
Ferment-Substrat-Verhaltnis 1:100 und 1:200 bei px 7,0 durchgefiihrt. 

Trotz der hydrolytischen Spaltung der Katalase nahm aber die 
Aktivitaét des Enzyms praktisch nicht ab. Bei der tryptischen Hydrolyse 
(Abb. 2) ist die Aktivitaét gegeniiber den Kontrollen bis zu einer Ver- 
suchsdauer von 72 Stdn. vdéllig gleich. Nach 24stdg. Hydrolyse ist die 
Aktivitaét sogar etwas gestiegen. Die pankreatische Hydrolyse (Abb. 3) 
vermindert die Enzymaktivitit zwar etwas, vor allem bei einem Trypsin- 
Katalase-Verhaltnis von 1:100. Die Aktivititsabnahme ist aber im 
Vergleich zur Hydrolyse immer noch sehr gering. 


* Fiir die Unterstiitzung in der Ausfiihrung der Molekulargewichtsbestim- 
mungen an der Ultrazentrifuge sagen wir Herrn Dr. Schmidt, Biologische Zen- 
tralanstalt, Aschersleben, unseren besten Dank. 
18K. Winder, Diplomarb., Halle 1959. 
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Abb. 2. Katalaseaktivitat nach Spaltung mit Trypsin. I: nach 24stdg. Spaltung; 
II: vor der Hydrolyse bzw. nach 48 oder 72stdg. Spaltung. 


Abb. 3. Katalaseaktivitét nach Spaltung mit Pankreasferment in Phosphatpuffer 
pu 7,0. I: vor der Spaltung; IT: nach 48 Stdn. bei einem Pankreatin-Katalase-Ver- 
haltnis 1:200; IIT: nach 48 Stdn. bei einem Pankreatin-Katalase-Verhaltnis 1: 100. 


Man sollte nun annehmen, dai Trypsin mit seiner spezifischen 
Wirkung!® auf Peptidbindungen, bei denen die Carboxylgruppen von 
Lysin und Arginin beteiligt sind, das Katalasemolekiil je nach der Ver- 
teilung dieser beiden Aminosiuren im Proteinverband in eine Fiille 
kleinerer Bruchstiicke spaltet. Rinderleberkatalase besitzt 152 Lysin- und 
103 Argininreste pro Mol!?. Uber deren Verteilung in der Aminosaure- 
sequenz ist bisher noch nichts bekannt. Andererseits wird von ver- 
schiedenen Autoren!® angenommen, daf native Proteine langsamer 
durch Trypsin gespalten werden als denaturierte. 


Man kénnte annehmen, daf die proteolytischen Enzyme nur einen 
Teil der Katalase angegriffen haben, wihrend ein anderer intakt blieb 
und die hohe verbleibende Katalaseaktivitit verursacht. Dem aber 
widerspricht die Tatsache, daB die Spaltprodukte der Katalase im 
Gegensatz zum unbehandelten Enzym am Isoelektrischen Punkt des 
Enzyms (pu 5,7) gut léslich sind. 

Papierelektrophoretisch wanderte die trypsinbehandelte Katalase 
in Veronalpuffer, pu 7,7, bei 400 V allerdings genau so weit wie das 
intakte Ferment. 


Zur weiteren Untersuchung der Hydrolyseprodukte wurden die 
Molekulargewichte nach der proteolytischen Spaltung bestimmt. Wir 
bedienten uns zweier verschiedener Verfahren, der Starkesiiulen-Methode 


16 F. Sanger u. H. Tuppy, Biochem. J. 49, 463, 481 [1951]. 

17 G. Schnuchel, diese Z. 308, 91 [1956]. 

18 K. U. Linderstrem-Lang, Proteins and Enzymes, Lana Medical Lec- 
tures, Stanford University Press, Stanford Calif. 8.115 [1952]; J. Sri Ram u. 
P. H. Maurer, Arch. Biochem. Biophysics 70, 185 [1957]. 
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nach Lathe und Ruthven" und andererseits der Ultrazentrifugen- 
methode. Dabei zeigten die mit Trypsin erhaltenen Katalasehydrolysate 
Molekulargewichte von 120000 bis 130000, in einem Fall sogar 60000, 
wihrend die mit Pankreatin 1:100 erhaltenen Hydrolysate Molekular- 
gewichte von 145000 bzw. 128000 und die mit Pankreatin 1:200 Mole- 
kulargewichte von 160000 bzw. 143000 besaBen, im Gegensatz zu einem 
Molekulargewicht von 225000 bei intakter Rinderleberkatalase. Die 
Ubereinstimmung der beiden Methoden ist bei Beriicksichtigung des 
verhiltnismaBig rohen Stiirkeverfahrens ziemlich gut. Von den Protein- 
eluaten der Starkesiulen wurden die Absorptionsspektren aufgenommen 
und die Katalaseaktivitait gemessen. Die Absorptionsspektren zeigten 
noch die fiir Porphyrine charakteristische Soretbande bei etwa 420 mw. 
Die Eluate besaBen noch volle bzw. starke Katalaseaktivitat. 

Daraus ist zu schlieBen, daf das globulire Katalasemolekiil neben 
einem in nativem Zustand gegen proteolytische Enzyme bestindigen 
und katalatisch aktiven Kernstiick auch leichtspaltbare Bezirke auf- 
weist, die fiir die Aktivitit des Enzyms unmittelbar keine Bedeutung 


haben. 


Den Herren Professoren W. Langenbeck und K. Mothes danken wir fiir die 
stets erwiesene Unterstiitzung sowie fiir zahlreiche Anregungen. 








Zusammenfassung 


Durch tryptische bzw. pankreatische Hydrolyse kann native Rinder- 
leberkatalase mit einem Molekulargewicht von 225000 zu einem Spalt- 
stiick mit einem Molekulargewicht von 120000 bzw. 145000 abgebaut 
werden. Das Spaltstiick enthalt noch Himin und besitzt parktisch die 
volle Katalaseaktivitat. Die Bedeutung dieser Befunde im Hinblick auf 
die Struktur der Rinderleberkatalase wird diskutiert. 


Summary 


Native bovine liver catalase, molecular weight 225,000, can be 
hydrolysed by trypsin or pancreas, to give a degradation product of 
molecular weight 120,000 or 145,000 respectively. This cleavage product 
still contains haemin, and possesses practically all of the original catalase 
activity. The significance of these results with regard to the structure of 
bovine liver catalase is discussed. 


Dr. H. R. Schitte, Institut fiir Biochemie der Pflanzen der Deutschen Akademie 
der Wissenschaften zu Berlin, Halle/Saale, Weinbergweg. 
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Uber die Phosphatide der Muskulatur 
mit besonderer Beriicksichtigung der Plasmalogene 


Von 
0. W. Thiele, H. Schréder* und W. v. Berg 


Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitit Géttingen 
(Der Schriftleitung zugegangen am 8, August 1960) 


Vergleicht man den relativen Anteil der Plasmalogene am Gesamt- 
phosphatid-Gehalt verschiedener Organe, so fallt auf, daB dieser Anteil 
sehr verschieden sein kann!. Gehirn, Herz- und Skelettmuskel sind relativ 
plasmalogenreich, die Leber dagegen plasmalogenarm. Diese Unter- 
schiede stehen vermutlich mit der Funktion der verschiedenen Phospha- 
tidarten in Zusammenhang. Um weitere Aufschliisse iiber die Funktion 
der Plasmalogene zu erhalten, haben wir die Relation Gesamtphosphatid/ 
Plasmalogen bestimmt, nachdem im Organ oder Organismus Bedingun- 
gen geschaffen worden waren, die erfahrungsgemiB zu einer Verinderung 
der Phosphatidkonzentration fiihren. So wurde friiher schon festge- 
stellt?, daB bei der alimentiiren Lipiimie trotz Zunahme der Gesamt- 
phosphatid-Konzentration im menschlichen Blutserum der Plasmalogen- 
gehalt unverandert bleibt. 

Der Phosphatidgehalt der Muskulatur soll ihrer Dauerleistungs- 
fihigkeit parallel gehen. So fand Sorg® beim Hauskaninchen im Myokard 
0,109% Lipid-Phosphor, im ,,roten“’ Musculus semitendinosus 0,047 und 
im ,,weiBen‘‘ M. biceps femoris 0,035% Lipid-Phosphor, also Werte, die 
mit unseren (Tab. 4) z. T. vergleichbar sind. Auch hinsichtlich der Plas- 
malogen-Konzentration scheinen die Verhiltnisse ahnlich zu sein. Dies 
wird deutlicher, wenn man den Plasmalogengehalt von Herz- und Ske- 
lettmuskulatur verschiedener Tierarten miteinander vergleicht. Beim 
Warmbliiter ist der Herzmuskel einer viel gréBeren Dauerbeanspruchung 
ausgesetzt als beim Kaltbliiter. Dem entspricht die Tatsache, daB der 
Warmbliiter im Herzmuskel etwa 2 bis 4mal mehr Plasmalogen hat als 
im Skelettmuskel (Tab. 1 u. 4), wiihrend der Frosch im Herz eine gerin- 
gere Plasmalogen-Konzentration aufweist als im Skelettmuskel. Im 
Zentralnervensystem hat der Frosch etwa 10mal mehr Plasmalogen und 
kommt hierin dem Warmbliiter niher. 


Wir fanden bei Rana fusca: Herzkammer 0,015 + 0,001% Plasmal bei 9, 
M. gastrocnemius 0,023 + 0,001% bei ¢ bzw. 0,026 + 0,002% bei 9, M. rectus 


* Diese Arbeit enthalt Teile der Dissertat. von H. Schréder. 

1 W. Minder u. I. Abelin, diese Z. 298, 121 [1954]; G.Schmidt, J. Benotti, 
B. Hershman u. S. J. Thannhauser, J. biol. Chemistry 166, 505 [1946]. 

2 O. W. Thiele, Z. exp. ges. Med. 121, 246 [1953]. 

3 K. Sorg, diese Z. 182, 97 [1929]. 
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—- 0,020 + 0,001% Plasmal bei 2. Zentralnervensystem 0,246 + 0,009°%, 
ei 3. 

Bei Muskeltraining nimmt der Phosphatidgehalt der trainierten 
Skelettmuskulatur und des Herzmuskels zu**:*, wihrend er bei Muskel- 
atrophie und -dystrophie’ sinkt. Wir untersuchten bei Training auch die 
Plasmalogen-Konzentration und fanden bei der Ratte (Tab. 1) im M. 
psoas nach Training eine deutliche Zunahme des Totallipidgehaltes und 
eine geringere des Gesamtphosphatid-Gehaltes, waihrend der Plasma- 
logengehalt etwas absinkt; daher macht der Plasmalogengehalt nach 
Training einen deutlich kleineren Bruchteil des Gesamtphosphatid-Ge- 
haltes aus als bei Ruhetieren. Anders im Herzmuskel: hier findet sich 
bei einigen Tieren eine starke Zunahme des Plasmalogengehaltes nach 
Training, bei anderen praktisch keine Verinderung, so daB die Streuung 
der Werte bei Arbeitstieren viel gréfer ist als bei Ruhetieren. Auch hin- 
sichtlich der Gesamtphosphatide stellten schon andere Autoren®® starke 
Streuungen nach Training fest, so dais die Werte insgesamt nicht allzu 
aufschluBreich sind. 


Tab. 1. Gehalt an Plasmalogen und einigen anderen Lipidarten in Herz- und 
Skelettmuskel der mannlichen Ratte bei Ruhe und nach Arbeit. Mittelwerte von 
8 Ruhe- und 6 Arbeitstieren. Angabe in den Spalten a, b, c und d in % des Frisch- 











gewichts. 
Plasmalogen- 
Total- Lipid- | anteil am 
ile Wasser | ‘tinid | Phosphor | P!#smal*| ‘Total. 
~_ phosphatid 
% (%) (%) (% (Mol-% ) 
a b c d e** 
Ruhe- M. psoas 75,35 3,97 0,094 0,044 6,76 
tiere + 0,56 + 0,27 +0,019 | + 0,002 
Zwerchfell 0,050 
+ 0,002 
Herz 0,073 
+ 0,001 
Arbeits- M. psoas 74,65 5,46 0,124 0,037 3,96 
tiere + 0.99 + 0,27 + 0,022 | + 0,003 
Zwerchfell 0,049 
+ 0,003 
Herz 0,084 
+ 0,018 




















* Als Heptadecanal (Mol.-Gew. 254,4). 
** Fer. nach e = 12,18 - d/c fiir jeden individuellen Fall, dann erst gemittelt. 


4 W.R. Bloor, J. biol. Chemistry 119, 451 [1937]; 182, 77 [1940]; W. R. 
Bloor u. R. H. Snider, ebenda 87, 399 [1930]; 107, 459 [1934]. 
5 H. Gohr, Dissertat., Med. Fakultaét Kéln 1938. 
6 G. Schulze u. H. Siidhof, Pfliigers Arch. ges. Physiol. Menschen Tiere 
258, 211 [1953]. 
7 W.R. Bloor, J. biol. Chemistry 119, 451 [1937]; C.Ciaccio, Arch. 
Farmacol. sperim. Sci. 24, 231 [1917]. 
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Ferner priiften wir, ob Tierarten, die von Natur aus gréBeren kérper- 
lichen Beanspruchungen ausgesetzt sind als andere, im Plasmalogen- 
gehalt ihrer Muskulatur Unterschiede zeigen. Tatsichlich fanden wir im 
Myokard des Pferdes signifikant mehr Plasmalogen als im Myokard des 
Rindes (Tab. 2). Eine weitere Aufarbeitung der Myokardphosphatide von 
Rind und Pferd zeigte, daB beim Pferd ein gréBerer Bruchteil (nimlich 


Tab. 2. Lipidgehalt im Myokard verschiedener Tierarten. Angaben in den Spalten 
a, b, c, und d in % des Frischgewichts. » = Zahl der untersuchten Individuen. 




































































Total- Plasmalogen- 
Wasser lipid Lipid-P | Plasmal anteil am 
Tierart n P Totalphosphatid 
(%) (%) (%) (%)*** (Mol-%) f 
A a b Cc d e 
Pferd* 6 77,1 4,18 0,104 0,242 28,5 
+ 0,43 + 0,17 +0005 | + 0,004 
Fohlen* 1 78,1 4,25 0,113 0,252 27,2 
Rind* 6 78,1 3,74 0,096 0,202 25,9 
+ 0,16 + 0,17 + 0,005 | + 0,005 
2** 3,60 0,097 
+ 0,20 + 0,005 
Hammel* 3 78,9 4,13 0,110 0,206 22,9 
+ 0,95 + 0,16 + 0,006 | + 0,003 
Hund* ¢ 1 76,3 0,227 
Haus- 4 77,6 5,48 0,114 0,192 20,9 
kaninch. 3 + 0,44 + 0,18 + 0,009 | + 0,009 
Meerschw. 2 4 80,0 4,17 0,115 0,154 16,2 
+ 0,31 + 0,35 + 0,008 | + 0,014 
Katze 4 76,4 6,56 0,128 0,150 15,5 
+ 0,77 + 1,12 + 0,028 | + 0,005 
Ratte ¢ 8 0,073 
+ 0,001 
Q 6 76,9 4,17 0,131 0,055 5,1 
+ 0,60 + 0,12 + 0,004 | + 0,005 
Maus 3 8 79,7 5,27 0,150 0,054 4,4 
+ 0,16 + 0,22 + 0,002 | + 0,001 
Molch ¢ 5 0,020 
(Triton + 0,001 
alpestris) 
Rana fusca 2) 17 82,0 3,13 0,080 0,015 2,2 
+ 0,03 + 0,003 | + 0,002 | + 0,001 
* Nur Seitenwand der linken Herzkammer. ** Ber. nach Angaben von l.c.°. 


*** Als Heptadecanal (Mol.-Gew. 254,4). 
+ Ber. nach e = 12,18 - d/c fiir jeden Einzelfall, dann erst gemittelt. 


8 M. Kaucher, H. Galbraith, V. Button u. H. H. Williams, Arch. Bio- 
chemistry 8, 203 [1944]. 


Hoppe-Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie, 322 11 
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55,4 bis 64,5%) der gereinigten Lecithinfraktion aus Cholin-Plasmalogen 
besteht als beim Rind (27,3 bis 31,8°%)°®, wihrend das Rinderherz in der 
Kephalinfraktion etwas mehr Plasmalogen enthilt als das Pferdeherz 
(Tab. 3). 


Tab. 3. Zusammensetzung der Rohkephalinfraktion und der chromatographisch 
gereinigten Lecithinfraktion aus der linken Herzkammerwand von Pferd und Rind. 


























. Plasmalogen- 
a Plasmal* anteil am Jodzahl 
° % Totalphosphatid| (g Jod/100 
Gesamt-N) (%) 0 ( Mole) id} (g Jod/100 g) 

Kephaline 3,8 12,0 90,1 
Pieed {Lonthin 90,9 15,7 64,5 76,8 
Rind { Kephaline 4,0 13,6 63,1 
Lecithin 95,4 10,8 31,8 67,3 


* Als Heptadecanal (Mol.-Gew. 254,4). 


SchlieBlich erschienen uns Untersuchungen an Haus- und Wildrassen 
derselben Tierart interessant. Wir haben an Haus- und Wildkaninchen 
das Myokard, den ,,roten‘‘ M. semitendinosus und den ,,weiBen‘ M. bi- 
ceps femoris untersucht (Tab. 4). Hauskaninchen haben in ihren Muskeln 


Te. 4. Lipidgenalt im Myokard, im ,,roten‘‘ Musc. semitendinosus und ,,weiBen‘ 
Muse. biceps femoris bei 2 ¢ Wild- und 4 ¢ Hauskaninchen. Angaben in den 
Spalten a, b, d und e in % des Frischgew. 
































Lipid-P Plasmalogen- 
r Total- anteil am 
Organ Ww var lipid % (%) “a Total- 
fo o% von b) (% phosphatid 
(Mol-% 
a b c a** e adeiig 
& | Herz 76,6 3,63 2,83 0,102 0,142 16,9 
g + 0,02 + 0,15 + 0,11 + 0,009 
“| Muse. 73,4 2,12 3,17 0,066 0,034 6,2 
§|__semit. | +0,4 +0,14 | 40,27 + 0,005 
| Muse. bic.| 73,2 2,68 2,86 0,076 0,036 5,8 
S fem. + 0,3 + 0,03 + 0,21 + 0,002 
§| Herz 77,6 5,48 2,08 0114! 0,192] 209 
S + 0,4 + 0,18 + 0,16 -- 0,009 
Musc. 74,8 2,76 1,88 0,052 0,040 9,7 
| semit. | + 0,8 + 0,28 + 0,12 + 0,002 
5 Muse. bic.| 75,7 2,77 2,18 0,062 0,037 8,0 
tc] fem. + 0,3 + 0,36 + 0,16 + 0,002 





* Als Heptadecanal (Mol.-Gew. 254,4). 

** Ber. nach d = b~-c/100. 

*** Ber. nach f = 12,18-e/b-c. 

® E. Klenk u. G. Gehrmann (diese Z. 292, 110 [1953]) fanden beim Rind 
bis 29,7%. 
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deutlich mehr Totallipid als Wildkaninchen. Bei diesen besteht aber das 
Lipidgemisch zu einem gréBeren Bruchteil aus Phosphatiden als bei 
jenen. Trotzdem ist der Plasmalogengehalt bei Wildkaninchen deutlich 
geringer. Diese Befunde stehen in Einklang zu den bei den Trainingsver- 
suchen an Ratten gewonnenen. 


Da sich trotzdem im Pferdeherz mehr Plasmalogen findet als im 
Rinderherz, kann dieser Unterschied auf arteigenen Besonderheiten be- 
ruhen. Vergleicht man den Plasmalogengehalt des Myokards weiterer 
Siiugetier-Arten, so fallt auf, daB er mit sinkender KérpergréBe geringer 
wird (Tab. 2). Da die HerzgréBe ein MaB fiir die Intensitit des Gesamt- 
stoffwechsels ist?°, und wenn auch bei verschiedenen Tierarten auBer der 
Energieabgabe nach auBen noch andere Faktoren (peripherer Widerstand, 
Hubarbeit “ee fiir die HerzgréBe maBgebend sein kénnen, so ist doch 
anzunehmen, daf kein Unterschied in der Plasmalogen-Konzentration 
des Myokards verschiedener Stalltiere zu erwarten ist, sofern der Plasma- 
logengehalt direkt mit der Herzarbeit zusammenhinge. Tatsichlich fin- 
det sich aber eine Zunahme der Plasmalogen-Konzentration (c) mit der 
K6rperoberfliche (O), jedoch keine direkte Proportionalitit, sondern eine 
Regel, die den bekannten Allometrie-Funktionen™ analog ist, nimlich 


log c = log A + B- log O, 


wobei A und B Konstanten sind, die bei allen Siugerarten etwa gleich 
sind (s. Abbildung). Das auffallendste Ergebnis dieser vergleichenden 
Untersuchungen ist aber das ganz andersartige Verhalten der Total- 
phosphatide, die im Myokard aller Siiugerarten in etwa gleicher Konzen- 
tration zugegen sind oder eher mit wachsender K6rperoberfliche ab- 
nehmen. 

Aus der Abbildung geht ferner hervor, da8 auch Wildkaninchen eine ihrer 
K6rperoberflache parallel gehende Plasmalogen-Konzentration aufweisen. Die ver- 
schiedenen Ergebnisse der Tab. 4 sind darauf zuriickzufiihren, daB bei Haus- 
kaninchen einerseits die Totallipide gegeniiber dem Wildkaninchen vermehrt, die 
Totalphosphatide jedoch, auf Gesamtgewebe bezogen, gleich sind, waihrend anderer- 
seits die Hauskaninchen entsprechend ihres gréBeren Korpergewichts und damit 
ihrer gréBeren K6rperoberflache eine gréBere Plasmalogen-Konzentration aufweisen. 


Gewisse Hinweise auf die Funktion der Plasmalogene erblicken wir 
ferner in der Tatsache, da sie mit anderen Glycerinphosphatiden' in 
den Mitochondrien angereichert sind®. Die Eigentiimlichkeit der chemi- 
schen Struktur laiBt daran denken, da Plasmalogene durch eine Redox- 








10 R. Hesse in A. Bethe, G. v. Bergmann, G. Embden u. A. Ellinger, Handb. 
der normalen u. patholog. Physiologie, Bd. VII/1,8. 132, Springer-Verlag, Heidel- 
berg 1926. 

11 L. v. Bertalanffy, Theoretische Biologie, Bd. IT, S. 240, 2. Aufl., Verlag 
Francke, Bern 1951. 

122, M. A. Swanson u. C. Artom, J. biol. Chemistry 187, 281 [1950]. 

13 A. Claude, Science [New York] 91, 77 [1940]; A. Graffi, Arch. exp. 
Zellforsch. 25, 127 [1944]; Arch. Geschwulstforsch. 1, 61 [1949]. 
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Konzentration (in mg/100 g Frischgewicht) von Plasmal bzw. Lipid-Phosphor ver- 

schiedener Saugetiere in Abhangigkeit von der Kérperoberflache O (in cm’). 

@ = Maus, O = Ratte, @® = Meerschweinchen, & = Wildkaninchen, 
© = Hauskaninchen, @ = Katze, A = Hund, © = Schaf. 


reaktion aus Esterphosphatiden entstehen kénnten und umgekehrt. Es 
ist denkbar, daB dabei intermediir ein labiles Halbacetal gebildet wird: 


O OH 
+2H -H,0 


I 
H,C—O—C—CH,—R ===. H,C—_O—CH—CH,—R === H,C—O—CH=CH—R 
| | 


| 


Halbacetal Plasmalogen 


Esterphosphatid 
Thermodynamische Berechnungen an hypothetischen Modellkérpern™ 
ergeben, daB bei der Ubertragung von aktiviertem Wasserstoff auf 
Esterphosphatid ein groBer Energiebetrag (wenn auch nur ein etwa halb 
so groBer wie bei der Ubertragung auf Sauerstoff) verfiigbar wird. Es ist 
daher denkbar, daB bei Sauerstoffmangel der Zelle die Vermehrung von 
Plasmalogen, wie sie in Zellen maligner Tumoren!® und bei temporarer 

14 Nicht publiziert; s. auch O. W. Thiele, Klin. Wschr. 37, 572 [1959]. 

15 H. Lapp, Verh. dtsch. Ges. Pathol. 35, 145 [1951]. 
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[schimie in motorischen Vorderhornzellen!® eintritt, der Ausdruck einer 
Notfallsfunktion ist. 

Wir haben daher die Plasmalogen-Konzentration von Muskulatur oder ge- 
eignet erscheinenden Organismen unter aeroben und anaeroben Bedingungen unter- 
sucht. Homogenate aus Skelettmuskulatur der Ratte wurden bis zu 8 Stdn. bei 
37° entweder in Sauerstoff, Luft oder Stickstoff inkubiert, aber iiberall wurde die 
gleiche Plasmalogen-Konzentration gefunden. Das war zu erwarten, da auf Grund 
oben skizzierter Vorstellungen angenommen werden darf, daB nur bei intakter 
Atmungskette, also nicht im Homogenat, Verinderungen im Plasmalogengehalt 
eintreten. Aber auch bei 214 Tagen unter aeroben und anaeroben Bedingungen 
iiberlebend gehaltenen Schweine-Spulwiirmern wurde kein signifikanter Unterschied 
in der Plasmalogen-Konzentration festgestellt. 

AuBer mit Homogenaten haben wir auch mit isolierten Muskeln vom 
Frosch (Rana fusca) gearbeitet. Ein iiber den Nervus ischiadicus elektrisch 
(tetanisch) gereizter M. gastrocnemius ermiidet rasch infolge Sauerstoff- 
mangels!’, Wir fanden in so gereizten Muskeln iiberraschenderweise meist 
eine Abnahme des Plasmalogengehaltes (im Mittel um 13,1 + 4,50% 
vom Ausgangswert in 6 Fallen), manchmal keine Verinderung, nie eine 
Zunahme. Zuniichst fiihrten wir die groBen Streuungen dieser Versuchs- 
ergebnisse auf die wenig konstanten Bedingungen hinsichtlich Ermiid- 
barkeit bzw. Sauerstoffmangel zuriick. Daher haben wir die Versuchs- 
anordnung insofern verbessert, als wir zu chemischer Reizung der isolier- 
ten Muskulatur (M. rectus abdominis)* des Frosches mit Succinylcholin 
iibergegangen sind. Uberraschenderweise fand sich dabei unter streng 
anaeroben Bedingungen keine Verinderung im Plasmalogengehalt der 
kontrahierten Muskulatur gegeniiber der ruhenden nach 3stdg. Inkuba- 
tion bei 31°. Jedoch sank unter aeroben Bedingungen ausnahmslos in 
der kontrahierten Muskulatur der Plasmalogengehalt gegeniiber der 
ruhenden (im Mittel um 11,5 + 1,37% in 10 Versuchen). Auch die beim 
Myokard verschiedener Siugerarten erhobenen Befunde (s. oben) fiigen 
sich in diese Versuchsergebnisse ein, wenn man beriicksichtigt, daB der 
Sauerstoffkonsum pro Masseneinheit Myokard wahrscheinlich im Ver- 
haltnis zur K6rperoberfliiche steht?°; da aber das Verhiiltnis Kérper- 
oberfliche/Herzmasse** bei kleineren Siugern gréBer ist als bei griBeren, 


* Der frische M. rectus abdominis des Mannchens enthalt im Mittel 0,020 
+ 0,001% Plasmal. In der Laichzeit (Marz) fallt der Plasmalgehalt auf weniger als 
die Halfte ab und steigt im darauffolgenden Monat langsam wieder auf die normale 
Hohe an. Dieser Befund deckt sich mit der Tatsache, daB der Plasmalgehalt der 
Rattenniere in der Brunstzeit ganz verschwindet!® und daB der der Weinberg- 
schnecke in der Paarungszeit auf etwa 14 des Jahresmittels absinkt!®. Wahrend 
der Laichzeit wurden die erwahnten Versuche nicht angestellt. 

** Genauer: Masse des linken Ventrikels. 

16 W. Blasius u. H. Zimmermann, Pfliigers Arch. ges. Physiol. Menschen 
Tiere 264, 618 [1957]. 

17 A. v. Muralt, Einfiihrung in die praktische Physiologie, S. 180, 2. Aufl., 
Springer-Verlag, Heidelberg 1944. 

18 K. A. Oster, Endocrinology 36, 92 [1945]. 

19 Q. W. Thiele, Z. vergleich. Physiol. 42, 484 [1959]. 

20 R. J. Bing u. A. Beuren in: Erg. Inn. Med. u. Kinderheilkd., Neue Folge, 
11. Bd., 8. 121, Springer-Verlag, Heidelberg 1959. 
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ist auch der Sauerstoffkonsum pro Masseneinheit Myokard bei kleineren 
Tieren gr6Ber als bei gréBeren. Dementsprechend fanden wir bei kleineren 
Saiugern bedeutend weniger Plasmalogen pro Masseneinheit Myokard als 
bei gréBeren Saéugern (Tab. 2). 

Zahlenbeispiel: Auf Grund von Messungen des Sauerstoffverbrauchs des 
Myokards der Ratte?! und Katze®® ergaben sich folgende Relationen von Ratte/ 
Katze: Sauerstoffverbrauch pro Masseneinheit Myokard 1,21; K6érperoberfliche 
0,15; Plasmalogengehalt des Myokards 0,35; Totalphosphatidgehalt des Myokards 
1,02. 

Die Muskelkontraktion an sich ist offenbar fiir die Verminderung 
des Plasmalogengehaltes belanglos; denn auch der ohne Succinylcholin- 
Zugabe in Sauerstoff inkubierte Muskel zeigt nach 3 Stdn. eine Plasma- 
logenabnahme (von 23,2 + 2,13% in 4 Versuchen) gegeniiber dem nicht 
inkubierten Muskel. Die Zunahme des Sauerstoffverbrauchs bzw. die Ab- 
nahme des Plasmalogengehaltes im kontrahierten Muskel addieren sich 
zu diesen im nicht kontrahierten Muskel gefundenen Werten. Der anaerob 
inkubierte Muskel weist zwar auch ohne Kontraktion eine Plasmalogen- 
abnahme gegeniiber dem nicht inkubierten Muskel auf; die Abnahme ist 
aber deutlich geringer (12,0 + 1,67% in 4 Versuchen); wir fiihren sie auf 
die vorhandenen Sauerstoffreserven (im Myoglobin) zuriick. 

Zusatz von Glucose zur Inkubationslésung inderte prinzipiell nichts 
an Sauerstoffkonsam und Plasmalogenabnahme im kontrahierten Mus- 
kel. Bei Gegenwart eines Inhibitors (Amytal) des Elektronentransportes 
in der Atmungskette sinkt der Sauerstoffverbrauch stark; im Sauerstoff- 
verbrauch besteht zwischen kontrahiertem und ruhendem Muskel bei 
3stdg. Inkubation praktisch kein Unterschied, und der kontrahierte Mus- 
kel weist gegeniiber dem ruhenden eine nur geringe Plasmalogenabnahme 
auf (innerhalb der Fehlergrenzen der Methode). Im ruhenden Muskel 
sinkt durch Amytalzusatz bei 3stdg. Inkubation der Sauerstoffverbrauch 
auf etwa 1/, des nicht vergifteten Vergleichsmuskels, und der Plasma- 
logengehalt ist um 14,6% hoéher als im Vergleichsmuskel. Hemmt man 
die Glykolyse durch Zusatz von Natriumfluorid, so sinkt der Sauerstoff- 
verbrauch im kontrahierten Muskel um 35,4°% gegeniiber dem ruhenden 
mit Natriumfluorid vergifteten Muskel, und gleichzeitig steigt der Plas- 
malogengehalt um 15,8% an. 


Alle diese Versuchsergebnisse sprechen fiir einen Zusammenhang 
zwischen dem Sauerstoffverbrauch bzw. der Funktion der Atmungskette 
einerseits und dem Plasmalogengehalt andererseits. 


Die Untersuchungen wurden durch Mittel der Deutschen Forschungs- 
gemeinschaft unterstiitzt. Fiir technische Hilfe danken wir Frl. A. David. 


21 E. Helmreich, K.Stuhlfauth u. St. Goldschmidt, Z. Naturforsch. 
wb, 418 [1952]. 
22 W. v. Berg, noch nicht publizierte Versuche. 
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Beschreibung der Versuche 


Chemische Analysen: Die Bestimmungen wurden stets an mdglichst 
frischem Material vorgenommen. Die Organe wurden dem Tier nach der Tétung 
so rasch wie méglich entnommen, mit fliissigem Stickstoff eingefroren, pulverisiert 
und aus dem so erhaltenen Organpulver Bestimmungen von Plasmalogen*®* sowie 
von Wasser und Total-Lipid®4 vorgenommen. Das dabei erhaltene und ,,diffusions- 
gereinigte“*5 Lipid diente weiterhin zur Bestimmung des Phosphorgehaltes*®, in 
einigen Fallen auch des Stickstoffgehaltes (Mikro-Kjeldahl) und der Jodzahl?’. 
Der Blutgehalt der Gewebe wurde nicht besonders beriicksichtigt. Die in den 
Tabellen aufgefiihrten Werte wurden fiir jeden individuellen Fall errechnet, dann 
erst gemittelt. Die angegebenen Streuungen sind Standard-Abweichungen. 


Die Glycerinphosphatide aus Pferde- und Rinderherz, die in der iiblichen 
Weise gewonnen worden waren?*, wurden weiter fraktioniert?®, wobei verschiedene 
Rohkephalin-Fraktionen und eine Rohlecithin-Fraktion erhalten wurden. Die Roh- 
lecithine wurden ddsorptionschromatographisch gereinigt®®. In allen diesen Frak- 
tionen wurden Amino-N-*!, Aminosaéuren-N-*? und Cholin-N-Bestimmungen* 
durchgefiihrt. Die verschiedene Zusammensetzung der gereinigten Lecithinfraktion 
aus Pferde- und Rinderherz ergibt sich aus Tab. 3. 


Trainingsversuche an Ratten wurden mit einer besonders konstruierten 
Lauftrommel vorgenommen. Sie wird mit einem Elektrometer angetrieben. Die 
Laufflaiche und die Seitenwinde der Trommel bestehen aus Plexiglas. Die Lauffliche 
tragt 6 Querleisten, welche verhindern, daB die Tiere auf den glatten Flachen 
rutschen. Die Trommel hat einen inneren Umfang von 89,3 cm (Radius 14,2 cm). 
Die Geschwindigkeit wurde so eingestellt, daB8 in 10 Min. 73,7 Umlaufe (entspr. 
65,8 m) durchlaufen wurden. Insgesamt legten die Ratten innerhalb von 5 bis 
6 Monaten eine Laufstrecke von 44 bis 48 km zuriick. 


Ascaridenversuche?: 18 frische Schweine-Ascariden (Ascaris suilla Duj.) 
wurden aus dem Schlachthof beschafft und mit kérperwarmem Darminhalt im 
Dewar-Gefa8 zum Institut transportiert. Sie wurden im Brutschrank bei 37° iiber- 
lebend gehalten unter Beachtung der von v. Brand* beschriebenen Zuchtbedin- 
gungen. Dabei wurde eine Gruppe von 9 Tieren durch kontinuierliches Durchleiten 
von Luft aerob, eine andere Gruppe von 9 Tieren durch Durchleiten von Stickstoff 
anaerob gehalten. Nach etwa 60 Stdn. wurden die Ascariden durch rasches Ein- 
frieren getotet und der Plasmalgehalt bestimmt?*. Bei den aerob gehaltenen Tieren 
wurde im Mittel 39,7 mg Plasmal/100 g Frischgewebe, bei anaerob gehaltenen 
43,3 mg/100 g gefunden. Der Unterschied ist nicht signifikant. Auch lieB sich kein 
signifikanter Geschlechtsunterschied feststellen. 


* Diese Versuche wurden bereits 1955 in GieBen durchgefiihrt. 

*3 H. Christl, diese Z. 298, 83 [1953]. 

*4 OQ. W. Thiele, diese Z. 311, 136 [1958]. 

25 J. Folch, I. Ascoli, M. Lees, J. A. Meath u. F. N. Le Baron, J. biol. 
Chemistry 191, 833 [1951]. 

26 T. Teorell, Biochem. Z. 230, 1 [1931]. 

27 H. P. Kaufmann, Z. Unters. Lebensmittel 51, 3 [1926]; mod. nach 
W. Trappe, Biochem. Z. 296, 184 [1938]. 

28 EK. Klenk u. O. v. Schénebeck, diese Z. 209, 112 [1932]; O. W. Thiele, 
ebenda 300, 165 [1955]. 

29 J. Folch, J. biol. Chemistry 146, 35 [1942]. 

30 —D. J. Hanahan, M. B. Turner u. M. E. Jayko, J. biol. Chemistry 192, 
623 [1951]. 

31 D. D. van Slyke, J. biol. Chemistry 88, 425 [1929]. 

32 R. Moubasher u. A. Sina, J. biol. Chemistry 180, 681 [1949]. 

33 F. J. R. Beattie, Biochem. J. 30, 1554 [1936]. 

34 Th. v. Brand, Z. vergleich. Physiol. 21, 220 [1935]. 
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Froschmuskelversuche: Wir lieBen den M. gastrocnemius des Frosches 
(Rana fusca 2) durch faradische Reizung des Nervus ischiadicus sich bis zur Er- 
miidung isotonisch dauerkontrahieren. Zum Vergleich wurde der Gastrocnemius 
der anderen Seite desselben Tieres mit dem gereizten Muskel zusammen wahrend 
der Dauer des Reizversuches in einer feuchten Kammer gehalten, danach in 
fliissigem Stickstoff eingefroren und weiter wie oben verarbeitet. In einigen Fallen 
iiberzeugten wir uns durch gleichzeitig durchgefiihrte Wasserbestimmung in der 
Muskulatur, da8 keine nennenswerten Konzentrationsinderungen infolge Anderung 
des Wassergehaltes eintreten kénnen. 

Plasmalbestimmungen wurden schlieBlich auch im chemisch gereizten M. 
rectus abdominis (Rana fusca 2) durchgefiihrt. Hierzu verwendeten wir jeweils die 
linke und rechte Halfte des Muskels in je 2,5 m/ gepufierter (pq 7,1) Frosch-Ringer- 
Lésung*>. Die eine Halfte erhielt zur Erzeugung einer Dauerkontraktion Succinyl- 
cholin (Asta) in einer Menge von 0,1 ml Lésung (entspr. 1 mg Succinylcholin)*®. 
Die andere Halfte diente als Kontrolle. Aerobe Verhaltnisse wurden in den Reaktions- 
gefaBen durch Einleiten von Sauerstoff hergestellt. Anaerobe Bedingungen erhielten 
wir durch Einleiten von Stickstoff und Absorption von Sauerstoffresten mittels 
alkalischer Pyrogallollésung: ein in den Gasraum des ReaktionsgefaBes (100-ml- 
Erlenmeyer mit Schliff) hineinhingendes, am Schliffstopfen angeschmolzenes GefaB 
wurde mit 0,5 ml 20proz. Pyrogallollésung und 0,5 m/ gesatt. Na,CO,-Lésung be- 
schickt; zwecks OberflichenvergréBerung wurde auf die Fliissigkeitsoberflache 
etwas Watte gegeben. Die Inkubation bei 31° wurde immer auf 3 Stdn. bemessen. 
Danach wurden zwecks Plasmalbestimmung 10 m/ Propanol-(2) zugefiigt, das GefaB 
mit einem normalen Schliffstopfen verschlossen und 15 Min. maschinell geschiittelt. 
Dann wurde filtriert, nachgewaschen und das Filtrat auf 25 ml aufgefiillt. Dieses 
diente zur Plasmalbestimmung in iiblicher Weise’. Durch Parallelbestimmungen 
von Plasmal an eingefrorenem Muskelgewebe iiberzeugten wir uns, da8 die von uns 
benutzte Methode richtige Werte liefert. Weitere Kontrollversuche (d.h. ohne 
Succinylcholin) wurden ohne und nach 3stdg. Inkubation unter aeroben und an- 
aeroben Bedingungen durchgefiihrt. An weiteren Zusitzen zur Inkubationslésung 
wurden verwendet: Glucose 0,725 g/l, Isoamylathylbarbiturat (Amytal) 2,0 mMol/I, 
NaF 10 mMol/l, 2.4-Dinitro-phenol 0,05 mMol//. Die Messung des Sauerstoffver- 
brauchs erfolgte in einer Warburg-Apparatur. Der Dinitrophenol-Zusatz bewirkt 
eine starke Steigerung des Sauerstoffverbrauchs; im Plasmalogengehalt wurden 
dabei jedoch widersprechende Reaktionen beobachtet. 


Zusammenfassung 


Die Konzentration der Totallipide, Totalphosphatide und der Plas- 
malogene wurde in Skelett- und Herzmuskulatur verschiedener Tierarten 
und unter verschiedenen Bedingungen bestimmt. Dabei wurden folgende 
Befunde erhoben: 

1. Die Plasmalogenkonzentration nimmt im trainierten Muskel trotz 
Erhéhung der Totalphosphatidkonzentration ab. 


2. In Muskeln von Wildkaninchen ist der Totallipidgehalt geringer 
als in den von Hauskaninchen. Bei Wildkaninchen besteht ein gréBerer 
Bruchteil der Muskellipide aus Phosphatiden; dennoch ist bei ihnen der 
Plasmalogengehalt geringer als bei Hauskaninchen. 


35 |. c.17, u. zwar S. 253. 
36 A. Fleckenstein, J. Janke u. R. E. Dabies, Naturwissenschaften 48, 


185 [1956]. 
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3. Innerhalb der Saéugetierklasse nimmt der Plasmalogengehalt des 
Myokards mit der K6érperoberfliche stark zu, wihrend der Totalphos- 
phatidgehalt eher abnimmt. 

Ferner wurde isolierte Froschmuskulatur aerob und anaerob, ruhend 
oder durch Succinylcholin dauerkontrahiert, ohne oder mit verschiedenen 
Zusitzen inkubiert, dabei der Sauerstoffverbrauch und nach Inkubation 
der Plasmalogengehalt bestimmt. Dabei wurde stets eine Abnahme des 
Plasmalogengehaltes gefunden, wenn eine Zunahme des Sauerstoffver- 
brauchs eintrat (z. B. bei Kontraktion). Nur bei Steigerung des Sauer- 
stoffverbrauchs infolge Zusatz von 2.4-Dinitro-phenol traten Unregel- 
miBigkeiten im Plasmalogengehalt auf. Die Ergebnisse wurden kurz 
diskutiert. 

/ 
Summary 

The concentrations of total lipids, total phosphatides and plasmalogens 
have been determined in skeletal- and heart muscle from various animal 
species, under different conditions. The following results were obtained: 
1. In exercised muscle, the plasmalogen concentration was reduced, 

despite an increase in the concentration of total phosphatides. 

2. Muscle from wild rabbits has a lower total lipid level than that from 
domestic rabbits. In wild rabbits, a major proportion of the muscle 
lipids consists of phosphatides, and the plasmalogen content is cons- 
equently lower than in domestic rabbits. 

3. It was shown for mammals, that the plasmalogen content of the 
myocardium increases rapidly with increasing body surface area, 
whereas the total phosphatide level decreases slightly if at all. 

Further, isolated frog muscle has been incubated with or without 
various additions, aerobically and anaerobically, passive and permanently 
contracted with succinyl-choline. Oxygen uptake was measured during 
incubation and the plasmalogen content determined afterwards. There 
was always a decrease in the plasmalogen level, whenever the oxygen 
consumption was increased (e. g. during contraction). Only when the 
oxygen uptake was increased by the addition of 2:4-dinitrophenol, were 
there irregularities in the plasmalogen level. The results are briefly 
discussed . 


Priv.-Doz. Dr.O. W. Thiele, Physiologisch-Chemisches Institut der Universitat, 
Gétlingen, Kirchweg 7. 
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Trennung von Hyaluronidase (spreading factor) und 
Neuraminidase (receptor destroying enzyme). 
des Gasbrandgiftes 


Von 
E. Habermann 
Aus dem Institut fiir Pharmakologie und Toxikologie der Universitat Wiirzburg 


(Der Schriftleitung zugegangen am 9. August 1960) 


Das Gift des Gasbrand-Erregers Clostridium perfringens spaltet 
Hyaluronsiure; dabei treten allerdings nicht die unter Hoden-Hyalu- 
ronidase entstehende N-Acetyl-hyalobiuronsiure bzw. deren Polymere 
auf, vielmehr kommt wahrscheinlich ein entsprechendes ungesiittigtes 
Uronid, wie es fiir andere Bakteriengifte bewiesen wurde!, auch hier zu- 
stande. Daneben kann Gasbrandgift Influenzavirus-Receptoren zer- 
stéren? und auch Neuraminsiure aus Serumbestandteilen abspalten®. 
Letzteres diirfte — nach Untersuchungen mit Vibrio-cholerae-Neura- 
minidase und Rindersubmaxillarismucin als Substrat — auf die Lésung 
der Bindung zwischen N-Acetyl-galactosamin und Neuraminsaure zu- 
riickzufiihren sein’. Hyaluronsiureabbau und Neuraminsaure-Frei- 
setzung beruhen demnach auf der Spaltung glykosidischer Bindungen; 
dariiber hinaus werden beide Reaktionen durch die gleiche elektro- 
phoretische Fraktion von Gasbrandgift ausgelést®. So erschien es nicht 
ausgeschlossen, daB in diesem Fall das niimliche Enzym Hyaluron- 
siiure wie Mucin spalten kénnte. Im folgenden kann jedoch iiber Unter- 
scheidung und Trennung der beiden Wirkungen berichtet werden. 


Substanzen und Methodik 


Gasbrandgesamtgift (Fraktion PI): Dargestellt nach 1. c.5; 5,7 mg Protein 
(als Hydrochlorid bestimmt)/ml. 

Hyaluronidasefraktion: Dargestellt nach |. c.°, Schema 2, mit dem dort ange- 
gebenen Aktivitatsgrad. 

Mucin: Dargestellt nach 1. c.6 aus menschlichem Harn; nach Dialyse mit Aceton 
gefallt und getrocknet. 

Hyaluronsaure: Bezogen von Fa. C. Roth, Karlsruhe. 

N-Acetyl-neuraminsaure: Von Herrn Prof. Dr. G. Blix, Uppsala, freund- 
licherweise zur Verfiigung gestellt. 
Bestimmung der Hyaluronidase-Aktivitat (modifiziert nach 1. c.5): 

0,45 ml Hyaluronsaure (1:800 in 3 TIn. 0,28proz. NaCl-Lésung + 1 Tl. Phosphat- 


1 A. Linker, K. Meyer u. P. Hoffman, J. biol. Chemistry 219, 13 [1955]. 

2 F. M. Burnet, J. F. McCrea u. J. D. Stone, Brit. J. exp. Pathol. 27, 228 
[1946]. 

3 P, Bohm, J. Ross u. L. Baumeister, diese Z. 308, 181 [1957]. 

4 A. Gottschalk u. E. R. B. Graham, Biochim. biophysica Acta [Amster- 
dam] 34, 380 [1959]. 

5 E. Habermann, Naunyn-Schmiedebergs Arch. exp. Pathol. Pharmakol. 
285, 513 [1959]. 
6 I. Tamm u. F. L. Horsfall, J. exp. Medicine 95, 71 [1952]. 
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Citrat-Puffer, p_6,0, geloést) wurden mit 0,05 ml Enzymverdiinnung in 0,85proz. 
NaCl-Lésung versetzt und 30 Min. bei 37° inkubiert. Dann wurde 1 mil Kalium- 
hexacyanoferrat(III)-Lésung zugefiigt und das Reduktionsvermégen mit Glucose 
als Bezugssubstanz bestimmt. Nach unserer friiheren Definition fiihrt 1 Einheit im 
|-ml-Ansatz zu einem 145 y Glucose entsprechenden Reduktionsvermégen; dem- 
nach setzen im hier beschriebenen Ansatz 0,5 E. 72,5 y ,,Glucoseiquivalente“ frei. 

Der Ansatz zur Verfolgung der Neuraminidase-Aktivitat enthielt 
anstatt Hyaluronsaure Harnmucin 1:400 als Substrat. Die Ehrlichsche, nur freie 
-Acetyl-neuraminsaure anzeigende Reaktion wurde in Anlehnung an 1. c.’ ausge- 
fiihrt; an Stelle der schlecht puffernden Boratlésung wurden 0,6 ml 0,4 m Carbonat- 
puffer, », 10,7, zugesetzt und nach Ablauf der Reaktion am Extinktionsmaximum 
bei 565 mu photometriert. Die Spektren der abgespaltenen und der Bezugsubstanz 
entsprachen einander. 1 Enzymeinheit lieS unter diesen Bedingungen 20 y N- 
Acetyl-neuraminsaure frei werden. — Verdiinnungen hochgereinigter Hyaluroni- 
dase- und Neuraminidase-Lésungen wurden mit 0,lproz. Rinderserumalbumin 
(., Behringwerke‘) in 0,85proz. Kochsalzlésung hergestellt, weil hier im Gegensatz zu 
Ansitzen mit Gesamtgift die ausgleichende Aktivierung durch Albuminzusatz 
stark ins Gewicht fiel. 

Spreading-Wirkung: Am enthaarten Kaninchenriicken wurde 0,1 mi einer 
Mischung gleicher Teile 0,1proz. Evans-blue und Enzymverdiinnung in 0,85proz. 
NaCl intracutan injiziert. Ausmessung der QuaddelgréBe nach 40 Min. 

Zerstérung der Influenzavirus-Receptoren gewaschener Hiihner- 
Erythrocyten: 0,5 ml lproz. Suspension gewaschener Hiihner-Erythrocyten in 
0,85proz. NaCl wurde mit 0,5 ml der Enzymverdiinnung in 0,1m Phosphatpuffer, 
py$.8, versetzt und 30 Min. bei 37° inkubiert; dann wurde 0,1 ml Indikator-Virus 
(Influenza-B-Lee der Behringwerke) zugesetzt, das zur Agglutination der 4—8fachen 
Erythrocytenmenge ausreicht. Die Agglutinationshemmung wurde nach 1 Stde. 
bei Zimmertemperatur abgelesen. 


Ergebnisse 
1. Hinweise auf die Heterogenitit der beiden Enzyme 
Bei der Anreicherung erhielt man fiir Hyaluronidase und Neura- 
minidase verschiedene Aktivitatsrelationen (Abb. 1). Wahrend beispiels- 
weise die von uns 


















































niher untersuchte 6 A 
H valuronidasecharge A 120 A = 
pro Gewichtseinheit 4 ff 4 
90mal akiver war %® / 8 
D / elk 
S 
z F oH A 
* go of 00 
Abb. 1. Verschiebung / oa 
der Aktivitatsrelation / af 
bei Gewinnung der Hy- 4 y y; 6 7 
aluronidasefraktion (F) Fé J ae 
aus Gesamtgift (G). pale 4a, 0 
Ordinate: y ,,Glucose“ ry ry rs 
bzw. .N-Acetyl-neura- J 
minsaure/Ansatz. Abs- “ rs i 
zisse: y Hyaluronidase- q 
Fraktion bzw. ul kon- 
zentriertes Gasbrandgift aoe ~=—«0039—S—«RSCSG SCS 
_ (Frakt. P I)/Ansatz. Ll bey /Ans, —s— 


7 D. Aminoff, Virology 7, 355 [1959]. 
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als das Ausgangsmaterial, fand sich in ihr Neuraminidase nur 12fach 
konzentriert. 

Bei immunologischer Priifung waren Anti-H yaluronidase- und Anti- 
Neuraminidase-Titer des gleichen Serums héchst unterschiedlich, ferner 
schwankten die beiden Titer bei Vergieich verschiedener Seren unab- 
hingig voneinander (Tab. 1). — 


Tab. 1. Hemmtiter von Antiseren verschiedener Herkunft. 











, Hemmtiter 
Antiserum ae , 
Neuraminidase | Hyaluronidase 
Behringwerke .......... 9000 800 
Natl. Inst. Health ........ 40 500 
es se Se ea ns SS es 225:1 1,6:1 


Bestimmung: 0,05 mi Fraktion P I (1:20 in 0,19, Albumin-Lésung, die 0,85°, 
NaCl enthielt) wurden mit 0,1 m/ Serumverdiinnung in der gleichen Lésung versetzt 
und 10 Min. bei 37° inkubiert; dann wurden 0,45 m/ Mucin bzw. Hyaluronsaure- 
bzw. Salzlésung ohne Substrat zugesetzt; weiter wie unter Methodik beschrieben. 
Hemmtiter: diejenige Serumverdiinnung, welche die Freisetzung von 50°, der unter 
den gegebenen Bedingungen maximal abspaltbaren Neuraminsaure-(35y) bzw. 
,,Glucose“-Mengen (115 y) verhindert. 


Ein weiterer Hinweis auf Heterogenitiit fand sich bei immun- 
elektrophoretischer Reinheitspriifung der Hyaluronidase-Fraktion: es 
traten zwei Prizipitationsbanden auf, deren Lage auf zwei anniihernd 
gleichschnell anodisch wandernde Antigene hindeutete (Abb. 2). 





4 A 


i | 1 
«-Toxin 6-Toxin Kollagenase 


Abb. 2. Immunelektrophorese von Gasbrandgesamtgift (Frakt. PI) und Hyaluro- 
nidase-Fraktion. 


Methodik s. 1. c.5, jedoch ohne Staérkezusatz. Elektrophoresedauer 2 Stdn. bei etwa 
5 Volt/cm. Unten: Gesamtgift (etwa 30 y); oben: Hyaluronidasefraktion (etwa 50 y). 
Im Graben: Anti-Fraenkel-Serum (Pferd) der Behringwerke. Die Komponenten der 
Hyaluronidase-Fraktion sind wegen zu geringer Konzentration im Gesamtgift nicht 
deutlich zu erkennen. 
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2. Trennung der beiden Enzyme 


Hyaluronidase und Neuraminidase wanderten zwar bei Elektro- 
phorese gleich schnell; dennoch erhielten wir bei friiheren, auf gréBt- 
mégliche Reinigung zielenden Versuchen eine immunelektrophoretisch 
einheitliche Hyaluronidase®. Bei spiteren, auf gréBtmégliche Ausbeute 
gerichteten Ansitzen war dagegen diese Fraktion immunelektrophore- 
tisch uneinheitlich und enthielt auch Neuraminidase. Hier war offenbar 
bei der auf die priparative Elektrophorese folgenden Chromatographie 
eine zunichst nicht aufgefallene weitgehende Trennung der Enzyme 
erfolgt, die sich dann bei Wiedervereinigung der nur auf Hyaluronidase 
gepriiften Eluatfraktionen mehr oder weniger verwischte. Wie wir jetzt 
feststellen konnten, erscheint in der Tat bei Chromatographie von Ge- 
samtgift (Frakt. PI) wie auch der gereinigten Hyaluronidasefraktion 
unter Bedingungerl, welche den friiher angegebenen streng entsprachen, 
zuniichst das Maximum der Neuraminidase und gut abgesetzt hiervon 
das der Hyaluronidase (Abb. 3). Die Ausbeute lag fiir beide Enzyme bei 
rund 40%, was bei der geringen eingesetzten Giftmenge (400 y) und der 
spontanen Inaktivierung verdiinnter Enzymliésung beim Stehenlassen® 
noch befriedigt. Das Maximum der ,,spreading‘‘-Wirkung (Testung in 
Verdiinnung 1:10 bis 1:100) fiel mit dem der Hyaluronidase zusammen. 
Die Agglutinierbarkeit von Hiihnererythrocyten durch Influenzavirus 
wurde durch Vorbehandlung mit an Neuraminidase reichen Fraktionen 
in Verdiinnungen 1:10 bis 1:100 aufgehoben. Zwar reichten die uns 
gegenwiirtig zur Verfiigung stehenden geringen Mengen Hyaluronidase- 
Fraktion bzw. Gesamtgift nicht fiir eine Gewinnung von Neuraminidase 
in Substanz aus; doch ist es nach dem hier beschriebenen Verhalten des 
Enzyms bei Chromatographie an Hydroxylapatit méglich, es im Rahmen 
des von uns® beschriebenen Aufarbeitungsganges in gutem Reinheitsgrad 
aus Perfringens-Gift zu erhalten. 


Abb. 3. Chromatographische - 
Trennung von Hyaluronidase | 
(spreading factor) und Neura- | 25, 
minidase (receptor destroying & 
enzyme, RDE). - 


Bedingungen: 0,4 mg Hyaluro- 
nidase-Fraktion in 1 ml 0,01m 
Natriumphosphatpuffer, p46,8, 15; 
wurden auf eine Hydroxyl- 
apatit-Celite-Siule aufgebracht 
und, wie 1. c.5 (und zwar S. 524) 
beschrieben, mit stetig bis 0,5m 
steigender Phosphatkonzentra- 
tion eluiert. Ordinate: Aktivi- 
tit, bezogen auf y Ausgangsma- 
7 32 * 
terial/ml. ge 3 W Ee 40 5 50 
| 






Neuraminidase 
Hyaluronidase 
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Bei einem dreartigen Versuch (s. Schema und Tab. 2) gelangten wir 
zu Hyaluronidaselésungen, welche pro mg N rund 400000 Einheiten 
enthielten und damit rund 10mal aktiver waren als die friiher® von uns 
beschriebene Hyaluronidasefraktion. Diese konnte also nur zum Teil 
aus diesem Enzym bestanden haben. — Die jetzt erstmals erhaltene 
Neuraminidase besaB 110000 E./mg N. 

Die Ausbeute an beiden Enzymen lag, auf Gesamtgift (Frakt. P I) bezogen, 
bei rund 10%. Die Verluste treten hauptsachlich bei der Auswahl proteinarmer, 
aber enzymreicher Elektrophoresefraktionen (etwa 50°/,) sowie bei der anschlieBen- 
den Chromatographie (etwa 60%) auf. Sie sollten sich durch Fraktionierung von 
Frakt. P I vor Elektrophorese vermindern lassen, weil sich die elektrophoretischen 
Aktivitiétsmaxima mit zunehmender Reinheit des eingesetzten Materials schirfer 
ausbilden, sowie durch Anwendung gréBerer Proteinmengen bei der Chromato- 
graphie. 

Kulturfliissigkeit 


Methanolfallung (p_4,6—4,8) 


Gesamtgift (P I) 


Saulenelektrophorese (0,03m, »_9,0) 


eo; -: |e 
Kollagenase »»Hyaluronidase‘‘-Fraktion #- und «-Toxin 
| 
| 
weiter wie 1. ¢.5 Chromatographie an Hydroxyl- weiter wie l. c.5 
apatit-Celite (0,01—0,5m Phosphat) 


| 








= 
4 { 

Hyaluronidase Neuraminidase 
Erweiterung des Aufarbeitungsschemas® durch den hier angegebenen Schritt. 


Tab. 2. Anreicherung und Ausbeute bei Gewinnung der beiden Enzyme. 




















gereinigtes 
(ian x Enzym Anreicherung Ausbeute (°%, 
——— (E./mgN) 
Hyaluronidase . 4000 415000 100-fach ~ 10 
Neuraminidase . 1250 110000 90-fach ~ 14 


Vergleicht man die spezifische Aktivitit unseres Neuraminidase-Praparates 
mit der des kristallisierbaren Enzyms aus Vibrio-cholerae-Filtrat nach Schramm 
u. Mohr’, so stimmt die GréBenordnung iiberein. Bei Umrechnung auf unsere Be- 
dingungen (30 Min. Inkubation, Freisetzung von 20 y Acetyl-neuraminsaure/Ein- 
heit) entsprechen nimlich 10 Einheiten nach 1. c.° einer hier gewahlten Einheit. 
Unser Praparat besiBe dann 1100 E. nach 1. c.8/y N, wahrend das Praparat nach 
1. c.8 1000 E./y N enthielt. Dabei ist allerdings das unterschiedliche Volumen der 
Testansaitze nicht beriicksichtigt. 


8 G. Schramm u. E. Mohr, Nature [London] 183, 1677 [1959]. 
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Ein Vergleich zwischen der Aktivitét unserer Bakterien-Hyaluronidase und 
der in internationalen Einheiten (i. E.) ausgedriickten Wirksamkeit von Hoden- 
hyaluronidase ist nur beschrankt moéglich, weil beide Enzyme unterschiedlich wir- 
ken (s. Einleitung). Nachdem eine Einheit dieser Arbeit 60 i. E. entspricht, enthalt 
unser reinstes Hyaluronidasepraparat 25-10° i. E./mg N und damit eine 125fach 
hdhere Aktivitét als das Praparat von Baker und Mitarbeitern® aus Clostridium- 
perfringens-Gift. 


Herrn Professor Dr. G. Blix, Uppsala, danken wir fiir die groBziigige Uber- 
lassung von N-Acetyl-neuraminséure (O-Sialinséiure), der Deutschen For- 
schungsgemeinschaft fiir eine Sachbeihilfe. 


Zusammenfassung 


Hyaluronidase (spreading factor) und Neuraminidase (receptor 
destroying enzyme) von Clostridium-perfringens-Gift lassen sich durch 
quantitative Verfolgung der Aufarbeitung sowie durch ihr immunolo- 
gisches Verhalten unterscheiden und durch Chromatographie an Hy- 
droxylapatit trennen. 

Die spezifische Aktivitaét der Neuraminidase liegt bei der des Enzyms 
aus Choleragift; die Hyaluronidase ist mit 25-10 i. E./mg N weit 
aktiver als vergleichbare Enzympraparate. 


Summary 


The hyaluronidase (spreading factor) and neuraminidase (receptor 
destroying enzyme) in the crude toxin of Clostridium perfringens can be 
distinguished from one another by quantitative estimations during ex- 
traction and purification, and by their immunological properties. They 
can be separated chromatographically on hydroxylapatite. 

The specific activity of the neuraminidase is close to that of the 
enzyme from Vibrio cholerae; the hyaluronidase, with an activity of 
25-10% i. u./mg N, is far more active than comparable enzyme prepara- 
tions. 


Priv.Doz. Dr. EH. Habermann, Institut fiir Pharmakologie und Toxikologie der 
Universitat, Wiirzburg, Koellikerstr. 2. 


® E. M. Baker, M. E. Webster, M. E. Freeman, 8. G. Cary u. A.C. San- 
ders, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 91, 24 [1956]. 
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Untersuchungen zur Funktion der Aminogruppe in der 
Cocarboxylase, | 
Zur cocarboxylatischen Wirkung von N-Methy]-thiamin-pyrophosphat 
Von 
Alfred Schellenberger und Kiaus Winter 


Aus dem Institut fiir Organische Chemie der Universitit Halle (Saale) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 2:. August 1960) 


Obwohl die Untersuchungenzum Wirkungsmechanismus der Cocarb- 
oxylase seit nunmehr fast 30 Jahren im Gange sind!, kann man bis heute 
noch nichts endgiiltiges iiber die Funktionsweise des Fermentes aussagen. 
GewiB konnten gerade in letzter Zeit einige wesentliche Beitraige?-*> zum 
Problem geliefert werden, die andeuten, dais das Wirkungszentrum des 
Fermentes am. C-2 des Thiazolkernes zu suchen ist. Es unterliegt aber 
keinem Zweifel, daB die Aminogruppe des Thiamins fiir die Ferment- 
wirkung ebenfalls von elementarer Bedeutung ist. Gerade iiber die Funk- 
tion der Aminogruppe aber gehen die Meinungen noch weit auseinander. 


Nach Modellversuchen von Langenbeck! ist die Aminogruppe iiber die 
Bildung leichtdecarboxylierender Schiffscher Basen unmittelbar am FermentprozeB 
beteiligt. Breslow vermutet dagegen eine aktivierende Wirkung auf die kataly- 
tische Aktivitét des C-2-Wasserstoffes?. Die Tatsache, da8 N-Methyl-thiamin nach 
Breslow im Modellversuch ebenfalls eine betrachtliche katalytische Aktivitat 
besitzt, scheint diese Annahme zu bestatigen. Hierfiir sprechen auch Versuche von 
Schultz*, der bei Verabreichung von \-Methyl-thiamin eine leichte Vitamin- 
wirkung feststellen konnte*. Durch Wechselwirkung der Aminogruppe mit dem 
Thiazolring entstehen nach Untersuchungen von Maier und Metzler’ neue Ring- 
systeme, die ebenfalls bei der katalytischen Funktion des Fermentes eine Rolle 
spielen kénnen. Ferner wird angenommen, daf die Aminogruppe eine oder die 
Haftgruppe darstellt, durch die das Apoferment an die prosthetische Gruppe 
fixiert wird’. SchlieBlich ware es auch denkbar, daB die Aminogruppe mit der 
Funktion der fir die Fermentwirksamkeit unentbehrlichen Metallionen in Be- 
ziehung steht. 


* Da bei diesen Versuchen eine Abspaltung der Methylgruppe im tierischen 
Organismus nicht ausgeschlossen ist, kommt nach unserer Meinung diesen Ex- 
perimenten keine endgiiltige Beweiskraft zu. 

1 W. Langenbeck, Ergebn. Enzymforsch. 2, 328 [1933]. 

2 R. Breslow, J. Amer. chem. Soc. 80, 3719 (1958). 

+ 1,0. Krampitz, G. Greull, C.S. Miller, J. B. Bicking, H. R. Skeggs 
u. J. M. Sprague, J. Amer. chem. Soc. 80, 5893 [1958]. 

4 H. Holzer u. K. Beaucamp, Angew. Chem. 71, 776 [1959]. 
5 G. L. Carlson u. G. M. Brown, J. biol. Chemistry 235, PC 3 [1960]. 
6 F. Schultz, diese Z. 265, 113 [1940]. 

7G. D. Maier u. D. E. Metzler, J. Amer. chem. Soc. 79, 4386 [1957]. 
® R. Breslow u. E. McNelis, J. Amer. chem. Soc. 81, 3080 [1959]. 
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Zur Beurteilung dieses gesamten Fragenkomplexes kann die Kennt- 
nis der cocarboxylatischen Wirkung des N-Methyl-thiamin-pyrophos- 
phates einen interessanten Beitrag liefern. 

Eine Synthese des V-Methyl-thiamins wurde bereits von Nesbitt und 
Sykes® ausgearbeitet. Sie verliuft iiber ein Derivat des 5-Cyan-pyrimi- 
dins, das anschlieBend katalytisch zur 5-Aminomethyl-Verbindung um- 
gesetzt wird. Da die Hydrierung aber nach unseren Erfahrungen mit 
Schwierigkeiten verbunden ist, haben wir einen anderen Weg gewahlt, 
der in Anlehnung an bereits bekannte Methoden iiber die kupplungsfahige 
5-Halogenmethyl-Verbindung fiihrt. Auf diese Weise konnten wir die 
bereits vorhandene Thiazolkomponente einsetzen und zudem das N- 
Methyl-toxopyrimidin als Nebenprodukt erhalten, dessen physiologische 
Wirkung uns ebenfalls interessierte. Die anschlieBende Phosphorylierung 
des Thiaminhomologen”® fiihrte zu einem Phosphorsiureester-Gemisch 
dessen cocarboxylatische Eigenschaften im Hefeversuch gepriift wurden. 


1. Synthese des N-Methyl-thiamins 


Das folgende Formelschema gibt den von uns eingeschlagenen Syn- 
theseweg und die in den einzelnen Stufen erhaltenen Ausbeuten wieder. 





CO, + C,H CO,- C,H 
rf NZ — CH,NH, “f — : LiAlH, 
pnd ~ 55% I ; ~10% 
H,C’ \NAc1 H,C’ \NA\NH- CH, 
I I 
CH,OH ~ _CH,Br 
ef ons Fe 
| 96% | - HBr 
H,C’ \NA \NH - CH, H,C’ \NY\NH- CH, 
Il IV 
CH, rw CH, 
ee 4 : x Ng 4 
a _ i rt | Br? - HBr 
\g7 \[CH,],0H —, Na as CH, \S” \{CH,],0H 
Vv VI 


Die Darstellung des zunichst benétigten 4-Chlor-2-methyl-5-carb- 
ithoxy-pyrimidins(I) erfolgte nach T odd u. Bergel". Die Umsetzung mit 
Methylamin zum 4-Methylamino-2-methyl-5-carbithoxy-pyrimidin (II) 


® P. Nesbitt u. P. Sykes, J. chem. Soc. [London] 1954, 3057. 

10 M. Viscontini, G. Bonetti u. P. Karrer, Helv. chim. Acta 82, 1478 
[1949]; M. Viscontini, G. Bonetti, C. Ebnéther u. P. Karrer, Helv. chim. 
Acta 84, 1384 [1951]; M. L. Velluz, G. Amiard u. J. Bartos, Bull. Soc. chim. 
France 1948, 871. 

uA. R. Todd u. F. Bergel, J. chem. Soc. [London] 1987, 364. 


Hoppe-Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie, 322 12 











166 Alfred Schellenberger und Klaus Winter, Bd. 322 (1960) 


bereitete zunaichst Schwierigkeiten, da sich bei Einhaltung der fiir die 
Umsetzung mit Ammoniak ausgearbeiteten Bedingungen stets das Me- 
thylamid bildete. Wahrend Todd und Bergel unter Verwendung eines 
Ammoniakiiberschusses bei 100° glatt zur 4-Amino-Verbindung gelang- 
ten, volizog sich die analoge Umsetzung mit Methylamin infolge der héhe- 
ren Basizitét bereits bei Raumtemperatur. Sie blieb aber nicht auf der 
ersten Stufe des wohl schnelleren Austausches des Chlors gegen die 
Methylamingruppe stehen, sondern fiihrte bis zum Amid. 

Der freie Ester bildete sich jedoch als Hauptprodukt (55%), wenn 
man das Methylamin in annahernd aquivalenten Mengen in die Reaktion 
einsetzte. Dies mag zum Teil an einer Protonenkatalyse™ liegen, die bei 
verminderter Methylamin-Konzentration wirksam wird, und die durch 
Salzbildung am Kernstickstoff nucleophile Angriffe in Nachbarstellung 
begiinstigt. 

Als Lésungsmittel hat sich bei dieser Umsetzung Athanol bewihrt, 
da es infolge seines polaren Charakters die Protonenkatalyse begiinstigt. 


Die anschlieBende Reduktion zum 4-Methylamino-2-methyl-5-hy- 
droxymethyl-pyrimidin (III) wurde mit Lithiumalanat vollzogen. Die 
Ausbeute war im Vergleich zur 4-Amino-Verbindung (84%)!* geringer 
(etwa 40%). Die folgende Umsetzung des Pyrimidinalkohols mit Brom- 
wasserstoff in Eisessig lieferte die gewiinschte Kupplungskomponente IV 
in fast quantitativer Ausbeute (96%). SchlieBlich wurde die Umsetzung 
mit der Thiazolkomponente V in Bromoform vorgenommen und das ent- 
standene Bromid-hydrobromid des N-Methyl-thiamins durch Schiitteln 
mit einer methanolischen Silberchloridsuspension™ in das Chlorid-hydro- 
chlorid iibergefiihrt. Diese Umsetzung erwies sich als notwendig, da fiir 
die anschlieBende Phosphorylierung die méglichst vollstindige Austrei- 
bung des Halogenwasserstoffs erforderlich war. Beim Hydrobromid lag 
die hierfiir notwendige Temperatur so hoch, dal bereits Zersetzungs- 
erscheinungen eintraten. 


2. Phosphorylierung des V-Methyl-thiamins 


Die Phosphorylierung des Thiamins wie auch des N-Methyl-thi- 
amins mittels eines durch Entwiissern von Orthophosphorsiure entste- 
henden Polyphosphorsiuregemisches’® liefert Gemische von Polyphos- 
phorsiureestern, in denen neben anorganischem Phosphat, Mono-, Tri- 
und Polyphosphorséureestern auch der allein physiologisch wirksame 
Pyrophosphorsiureester enthalten ist. 

Die papierelektrophoretische Auftrennung dieses Gemisches!® lie- 
ferte sowohl beim Thiamin als auch beim V-Methyl-thiamin drei Haupt- 


12 C, K. Banks, J. Amer. chem. Soc. 66, 1127 [1944]. 

13 A. Dornow u. G. Petsch, Chem. Ber. 86, 1404 [1953]. 

14 J, K.Cline, R.R. Williams u. J. Finkelstein, J. Amer. chem. Soc. 
59, 1052 [1937]. 

15 JZ), Siliprandiu. N. Siliprandi, Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 


14, 52 [1954]. 
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fraktionen (Abb. 1). Die kathodisch wandernde Fraktion beider unter 
vollig gleichen Bedingungen hergestellter Gemische besteht aus dem 
Monophosphorsiureester. Die anodisch wandernde Fraktion enthilt 
neben schwer abtrennbaren Polyphosphorsiureestern und anorg. Phos- 
phat vor allem den Triphosphorsiureester. Die dritte Fraktion beider 
Gemische, die bei geeigneter Wahl des px nicht wanderte, ist der gesuchte 
Pyrophosphorsaureester. Entsprechend der héheren Basizitit der Methyl- 
amin-Gruppe liegt dieser pu-Wert beim N-Methyl-thiamin héher (5,55) 
als beim Thiamin (5,45). 


” OO ~) Q yi 





, _ |PMh oPMTh MPA 
* 1D) 
Ge Gin 
ws ae ae Dy 9, 0 


TPMTh  OPMTh~ MPMTh 


a » 
7PTh pth! MPIh 


Abb. 1. Papierelektropherogramm der Phosphorsaureester-Gemische von Thiamin 

(Th) und N-Methyl-thiamin (MTh). MP = Monophosphorsaureester, DP = Di- 

phosphorsaureester, TP = Triphosphorsaureester. Entwickelt mit Molybdat/HClO, 
im UV-Licht!*; Papier: Schleicher & Schill 2043 b. 





Die neutralen (Diphosphate) und besonders die anodisch wandernden 
Fraktionen (Triphosphate) hydrolysieren waihrend der Elektrophorese, 
was sich durch Ausbildung verwaschener Randzonen (vor allem anorga- 
nisches Phosphat neben den bei der Wanderung zuriickbleibenden niedri- 
geren Phosphorsiureestern) bemerkbar macht. Die kathodisch wandernde 
Fraktion (Monophosphate) zeigte diese Erscheinung nicht. Ihr Anteil im 
Phosphorylierungsgemisch nimmt sowohl beim Thiamin als auch beim 
N-Methyl-thiamin deutlich zu, wenn die phosphorylierten Gemische vor 
der elektrophoretischen Untersuchung lingere Zeit der Hydrolyse itiber- 
lassen werden. 

Fir das Thiamin ist dieses Verhalten des Monophosphorsiureesters 
bereits durch Untersuchungen von Siliprandi?® bekannt. 

Eine Zersetzung des N-Methyl-thiamins waihrend der Phosphory- 
lierung konnte anhand des UV-Spektrums des Phosphorsiureester-Ge- 
misches ausgeschlossen werden. Die Absorptionskurve war nach Lage der 
Banden die gleiche wie beim N-Methyl-thiamin selbst. Vom Thiamin ist 


16 F,Cramer, Papierchromatographie, S. 136, Verlag Chemie Weinheim/ 
Bergstr., 4. Aufl. 1958. 
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bekannt, daB weder der Thiazolteil!’, noch die Phosphorylierung der 
Hydroxylgruppe!® von wesentlichem EinfluB auf den Charakter des 
Spektrums ist. 

Die Isolierung und eindeutige Charakterisierung des Pyrophosphor- 
siureesters sind Gegenstand unserer weiteren Untersuchungen. Man 
darf jedoch sagen, daB das gleichartige elektrophoretische Verhalten der 
unter gleichen Bedingungen hergestellten Phosphorsiureestergemische, 
die groBe Ahnlichkeit ihrer isoelektrischen Punkte sowie die beobachteten 
typischen Hydrolysevorginge die von uns vorgenommene Zuordnung der 
einzelnen Esterfraktionen berechtigt erscheinen lassen. 





3. Enzymatische Untersuchungen mit V-Methyl- 
Cocarboxylase 


Die Priifung der im vorigen Abschnitt beschriebenen Estergemische 
auf ihre cocarboxylatische Aktivitat wurde an Apocarboxylase-Prapara- 
ten vorgenommen, die nach Westenbrink und Mitarbeiter!® durch alka- 
lisches Auswaschen von Trockenhefe hergestellt worden waren. Hierbei 
lieBen sich bei Zusatz des Thiamin-phosphorsiureester-Gemisches Re- 
aktivierungsraten von etwa 40% erzielen. Das Verhaltnis Maximale Ak- 
tivitit zu Restaktivitat lag bei unseren Priparaten in giinstigsten Fallen 
bei 80:1, nie unter 12:1. Das unter gleichen Bedingungen hergestellte 
Phosphorylierungsgemisch aus N-Methyl-thiamin erwies sich bei diesen 
Versuchen, wie aus Abb. 2 hervorgeht, als vollig inaktiv. 
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Abb. 2. Cocarboxylatische Aktivitaét der Phosphorsiureester-Gemische des Thiamins 
und N-Methyl-thiamins. A: 200 y Thiamin-phosphorsaureester-Gemisch; B: Rest- 
aktivitat der Apocarboxylase (Aktivierungsverhaltnis 12:1); C: 200 y bzw. 400 y 
N-Methyl-thiamin-phosphorsiureester-Gemisch. 


17 H. Lenormant u. C. de Lozé, Bull. Soc. chim. France 1954, 375. 

18 A. Rossi-Fanelli, N.Siliprandi, D.Siliprandi u. P. Ciccarone, 
Arch. Biochem. Biophysics 58, 237 [1955]. 

19 H. G. K. Westenbrink u. E. P. Steyn-Parvé, Int. Z. Vitaminforsch. 
21,461 [1950];s. auchS. P. Colowicku. N. O. Kaplan, ,,Methodsin Enzymology“ 
Akademie Press, New York 1955, Bd. I, 460, Bd. IT, 636. 
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Herrn Prof. Dr. W. Langenbeck danken wir fiir das freundliche Interesse, 
das er dieser Arbeit entgegengebracht hat. 


Beschreibung der Versuche* 


1. Synthese des N-Methyl-thiamins 

a) 4-Chlor-2-methyl-5-carbathoxy-pyrimidin (I): Die Chlorierung 
des nach Todd und Bergel™ dargestellten 4-Hydroxy-2-methyl-5-carbaithoxy- 
pyrimidins nach der in gleicher Arbeit gegebenen Vorschrift fiihrte in 50—60proz. 
Ausbeute zu einem stark verunreinigten Produkt**. Durch Anwendung eines 
Lésungsmittels®° laBt sich die Ausbeute ohne wesentliche Verbesserung der Qualitat 
des Reaktionsproduktes auf etwa 80% steigern: 5g (27mMol) 4-Hydroxy- 
2-methyl-5-carbithoxy-pyrimidin wurden mit 20 m/ CHCl, und 12 ml frisch 
dest. POCI, 3 Stdn. in siedendem Wasserbad unter RiickfluB erhitzt, der POCI,- 
Uberschu8 mit dem CHCl, im Vak. abdestilliert, der rote, dlige Riickstand in 
CHCl, aufgenommen und unter Eiskiihlung mit einer K,CO,-Lésung saurefrei 
gewaschen. Nach Trocknen der CHCl,-Lésung mit Na,SO, und Abdestillieren des 
CHCl, im Vak. erhalt man 4,6—4,7 g rohen Chlorester als rotes Ol. Dieser ist 
léslich in CCl,, CHCl, und Athanol, unldslich in Benzol. 

«) 4-Methylamino-2-methyl-pyrimidin-carbonsaure-(5)-methyl- 
amid: 8,3 g Chlorester (I) (41 mMol) wurden in wenig absol. Athanol gelist, die 
Lésung gekihlt und soviel einer gekiihlten absol. athanol. Methylamin-Lisung 
zugegeben, daB das molare Verhaltnis Chlorester/Amin etwa 1:6 bis 8 betrug 
(7,65 bis 10,2 g Amin). Nach 48stdg. Stehenlassen bei Raumtemperatur wurde der 
Alkohol im Vak. abdestilliert, das zuriickbleibende Produkt in Eiswasser geldst, 
mit HCl angesiuert und mit Tierkohle bis zur Gelbfarbung behandelt. Nach Ein- 
dampfen im Vak. zur Trockene wurde mit CHCl, extrahiert, der Extrakt mit 
Na,SO, getrocknet und abermals zur Trockne eingedampft. Es entstanden 3,3 g 
eines noch gelbbraun gefarbten Produktes. Dieses wurde mit Ather nach Kutscher- 
Steudel extrahiert, wobei es sich sofort kristallin und ziemlich rein abschied. 
Durch zweimalige Sublimation (170°/3 Torr) erhalt man es analysenrein. Schmp. 
189°, léslich in polaren Lésungsmitteln, schwach ldslich in Ather. 


C,H,,N,O_(180,2) Ber. C 53,32 H6,71 N 31,09 
Gef. C 53,20 H6,68 N 31,21 


B) 4-Methylamino-2-methyl-pyrimidin-carbonsaure-(5)-hydro- 
chlorid: Die Verseifung des Amids (x) wurde mittels Bariumhydroxyds in An- 
lehnung an Nesbitt und Sykes® durchgefiihrt. Schmp. 127—130°, loslich in Wasser 
und Alkohol, unléslich in Ather. 


C,H,N,0, - HCl (203,6) Ber. C 41,29 H4,97 N 20,64 (117,42 
Gef. C 40,98 H5,01 N 20,87 (117,44 


' y) 4-Methylamino-2-methyl-5-carbomethoxy-pyrimidin: Bei Be- 
handeln des unter f) erhaltenen Produktes mit einem UberschuB einer trockenen 
ather. Lésung von Diazomethan geht die Saure langsam in Lésung. Nach Ab- 
filtrieren und Abdampfen des Athers erhalt man den Methylester quantitativ in 
Form nadliger Kristalle. Schmp. (Sublimation bei 70°/2 Torr) 93—94°. 


£: C,H,,N,0, (181,2) Ber. C 53,03 H6,12 N 23,19 
Gef. C.55,75 H6,46 N 23,11 


b) 4-Methylamino-2-methyl-5-carbathoxy-pyrimidin (II): 2lg 
Chlorester (I) (~ 100 mMol) wurden in 80 cm? absol. Athanol gelést und 6,22 g 


* Alle Schmp. korr. nach Kofler. 

** Die Eigenschaften des reinen Chloresters sind in der Literatur noch nicht 
beschrieben!18, 

20 A. Dornow u. A. Hargesheimer, Chem. Ber. 88, 1478 [1955]. 
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(200 mMol) Methylamin, gelést in etwa 25 cm* absol. Athanol, zugegeben. Die 
Mischung, welche sich dabei auf etwa 60° erwirmte, wurde anschlieBend 30 Min. 
unter RiickfluB zum gelinden Sieden erhitzt, nach 1 Stde. wurden noch einmal 
12,5 cm® der obigen Aminlésung zugegeben (Verdampfungsverluste!) und weitere 
30 Min. zum Sieden erhitzt. AnschlieBend wurde mit Tierkohle entfarbt und das 
Athanol im Vak. abdestilliert. Der Riickstand wurde in Eiswasser aufgenommen, 
mit Salzsiure angesduert, abermals mit Tierkohle in der Kalte behandelt, das Filtrat 
mit Ather extrahiert und nach Alkalisieren der Lésung der Aminoester mit Ather 
extrahiert. Die hellgelbe Atherlésung hinterli8t nach dem Trocknen und Ein- 
dampfen eine braunlichgelbe, kristalline Masse mit aminartigem Geruch. Das Pro- 
dukt ist nahezu quantitativ sublimierbar (55°/2 Torr) und liefert dabei 10,8 g 
(55% d.Th.) rein weiBe Kristalle. Schmp. 67—68,5°. Fir die weiteren Synthese- 
schritte wurde das Rohprodukt eingesetzt. 
C,H,3N;0, (195,2) Ber. © 55,37 H6,71 N 21,53 
Gef. C 55,35 H6,75 N 21,13 


ce) 4-Methylamino-2-methyl-5-hydroxymethyl-pyrimidin (III): 

3,8 g Lithiumalanat (100 mMol), gelést in etwa 200cm* absol. Ather wurden 
tropfenweise im Verlauf von etwa 30 Min. zu einer Lésung von 17,6 g (90 mMol) 
des Rohproduktes IT, gelést in 500 cm* absol. Ather, gegeben. AnschlieBend wurde 
30 Min. unter Riickflu8 erwarmt und unter gutem Riihren soviel Wasser zugefiigt, 
da8 sich die Metallhydroxyde gerade in gut filtrierbarer Form abscheiden. Der 
Niederschlag wurde nach Filtration durch eine Extraktionshiilse erst mit viel Ather, 
dann mit Chloroform extrahiert, wobei sich der Pyrimidinalkohol i in Form schwach 
gelb gefarbter Kristalle abschied. Nach Lésen in Wasser wurde mit Tierkohle bis 
zur Entfarbung’ gekocht und die Liésung im Vak. zur Trockne eingedampft. Der 
Riickstand wurde mit wenig Alkohol und Ather gewaschen. Ausb. 5,5—6,5 g bzw. 
36—42% d. Th. Schmp. 171—172°, léslich in Wasser und Athanol. 


C,H,,N,O (153,2) Ber. C 54,88 H 7,24 N 27,43 
Gef. C 54,36 H7,23 N 27,50 


d) 4-Methylamino-2-methyl-5-brommethyl-pyrimidin-hydro- 
bromid (IV): 1,8 g (12 mMol) der 5-Hydroxymethyl-Verbindung III wurden in 
36 cm® Eisessig gelést und mit 18 cm* bei 0° mit Bromwasserstoff gesaittigtem 
Hisessig versetzt. Das Gemisch wurde 3 Stdn. bei 100° Badtemperatur belassen 
und zum Ende wurden weitere 5 cm* Bromwasserstoff-Kisessig zugesetzt. Nach 
12stdg. Stehenlassen bei Raumtemperatur wurde der Hisessig im Vak. abdestilliert. 
Es hinterblieb ein zaher, harziger Riickstand, der beim Anreiben mit trockenem 
Aceton rasch kristallin erstarrte. Nach Digerieren mit Aceton und Ather erhilt 
man die gewiinschte Substanz als rein weifes, kristallines Pulver. Ausb. 3,36 g 
bzw. 96% d. Th. Schmp. 215—220°. 


C,H,)N;Br- HBr (297,0) Ber. C 28,30 H 3,73 N 14,15 Br 53,08 
Gef. C 28,05 H 3,84 N 14,00 Br 53,54 


e) 4-Methyl-3-[4-methylamino-2-methyl-pyrimidyl-(5)-methyl]- 
5-[6-hydroxy-athyl]-thiazoliumbromid-hydrobromid(VI):1g (3,4 mMol) 
des Bromids IV und 1,2 g 4-Methyl1-5-[6-hydroxy-athyl]-thiazol* (V) (8,4 
mMol; 1,5facher UberschuB) wurden innerhalb von 30 Min., wobei keine wesent- 
liche Erwarmung zu beobachten war, in 3 cm* Bromoform gelost. Nach 12 Stdn. 
hatte sich ein kristalliner N: iederschlag gebildet, der sich beim Schiitteln rasch ver- 
mehrte. Durch '/,stdg. Erhitzen auf 110—120° entsteht ein dicker Kristallbrei, der 
mit wenig Wasser versetzt wird und vom abgeschiedenen Bromoform getrennt wer- 
den kann. Nach mehrmaligem Waschen des Bromoforms mit wenig Wasser wurde 
die gefarbte waBr. Lésung mit Kohle entfairbt und im Vak. zur Trockne einge- 
dampft (Riickstand 1,95 g, schwach gelb gefarbt). Das Rohprodukt wurde dann aus 


* Fiir die Uberlassung einer gréBeren Menge dieser Verbindung sind wir der 
Firma VEB Jenapharm (Jena) zu gréBtem Dank verpflichtet. 
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Methanol/Butanol 1:4 umkristallisiert. Das gebildete N-Methyl-thiamin- 
hydrobromid(VI) wurde abgesaugt und mit wenig Butanol und absol. Ather ge- 
waschen. Ausb. 0,8 g bzw. 54% d. Th. Schmp. 282—284°. (Zers. beginnt bereits ab 
180°.) 
C,3H,,N,OSBr - HBr (440,2) Ber. C 35,47 H 4,58 N 12,73 8 7,28 Br 36,31 
Gef. C 34,87 H 4,72 N 12,94 8 7,45 Br 37,20 


f) 4-Methyl-3-[4-methylamino-2-methyl-pyrimidyl-(5)-methyl]- 
5-[6-hydroxy-athyl]-thiazoliumchlorid-hydrochlorid: 200 mg des Bro- 
mids VI wurden in heiBem Methanol mit 150 mg Silberchlorid etwa 30 Min. ge- 
schiittelt. AnschlieBend wurde filtriert und die Lésung im Vak. zur Trockne ein- 
geengt. Das Umkristallisieren des Rohproduktes wurde, wie unter e) beschrieben, 
mit Methanol/Butanol 1:4 vorgenommen. Farblose Nadeln, Schmp. 254—255°. 
(Lit®: 253—254°) Ausb. 136 mg baw. 85% d. Th. 

C,;H,,N,OSCI- HCl (351,3) Ber. C 44,44 H 5,74 N 15,95 
Gef. C 44,27 H 5,73 N 15,99 


2. Phosphorylierung des N-Methyl-thiamins 


Die Phosphorylierung wurde nach Karrer und Mitarbeitern!® in der etwas 
variierten Form von Greiling und Kiesow*! durchgefiihrt. Zu diesem Zweck 
wurde 1 cm? durch langsames Erhitzen von 84proz. Orthophosphorsiaure auf etwa 
370° bis zur beginnenden Triibung gewonnene dehydratisierte Phosphorséure mit 
500 mg N-Methyl-thiamin-hydrochlorid in kleinen Portionen bei 105° versetzt. 
Dabei trat anfangs starkes Schaumen durch die freigesetzte Salzsiure ein. Unter 
Riihren wurde 15 Min. bei 105—110° gehalten (Olbad) und die Masse nach dem Er- 
kalten in etwa 15 cm® Eiswasser gelést. Die Lésung wurde dann bei 0 bis —3° in 
400 cm? Aceton/absol. Athanol 2:1 eingeriihrt. Der hierbei entstehende flockige 
Niederschlag wurde abzentrifugiert und auf gleiche Weise noch zweimal umgefallt. 
Um eine kolloidale Abscheidung des Estergemisches zu verhindern, empfiehlt es 
sich, bei diesen Operationen 2—3 Tropfen Salzséure zuzusetzen. Die Ausbeute an 
Phosphorséureester-Gemisch betrug 560 mg. 

Das fiir die Vergleichsmessungen aus Thiamin-hydrochlorid bereitete Gemisch 
wurde mit gleichen Mengen unter vdéllig gleichen Bedingungen hergestellt (Ausb. 
540 mg). 


3. Priifung des Phosphorsaiureester-Gemisches im Enzymversuch 


Das fiir die Versuche benétigte Apoferment wurde durch alkalisches Waschen 
getrockneter Bierhefe (Saccharomyces cerevisiae) nach der Methode von Westenbrink 
und Mitarbeitern!® gewonnen. Auch die Durchfiihrung der Messungen lehnte sich 
weitgehend an die Vorschriften der genannten Autoren an. 

Die Lésungen der Cofermente wurden stets frisch bereitet und héchstens 
3 Tage bei 0° aufbewahrt. Das gleiche gilt fiir die Lésungen des Substrates. Die 
Cofermentlésungen enthielten je 20 mg des Phosphorsaureester-Gemisches von 
Thiamin- bzw. N-Methyl-thiamin-hydrochlorid, gelist in 20 cm? Citratpuffer vom 
pus,2. Zur Gewinnung des Apofermentes wurde 1 g durch gutes Waschen, 
Abpressen und Lufttrocknung aus junger untergiriger Bierhefe (VEB Brauhaus 
Halle*) gewonnene Trockenhefe in 20 cm’ kaltem, bidest. Wasser suspendiert. Dann 
wurden 20 cm 0,2m Phosphatpuffer** vom py 10,3—10,4 zugegeben (End-pyH-Wert 
8,1—8,2) und die Suspension bei + 11 bis + 12° 5 Min. geschiittelt. AnschlieBend 
wurde 1 Min. zentrifugiert (3000 U./Min.), der Uberstand verworfen und die Hefe 
in 40 cm’ Eiswasser erneut suspendiert. Wieder wurde rasch zentrifugiert und dieser 
Waschproze8 noch zweimal wiederholt. Die Hefe — fast rein weiB — wurde dann 


* Dem VEB Brauhaus Halle (Saale), insbesondere Herrn Brau-Ing. 
Mertens, danken wir an dieser Stelle fiir die Uberlassung gréBerer Hefemengen. 
** Der Puffer war auBerdem 0,02m an Athylendiamin-tetraessigsaure. 
21 H. Greiling u. L. Kiesow, Z. Naturforsch. 12b, 605 [1957]. 
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bei 0° mit wenig 0,1m Citratpuffer, pq6,2, verriihrt, 1,5 cm* 0,1lm Mangan(II)- 
chlorid-Lésung zugesetzt und noch soviel Puffer vom py6,2 zugegeben, daB die 
Gesamtmenge 10 cm* ausmachte. Diese wurde im Eisbad aufbewahrt und war so fiir 
etwa 1 Stde. haltbar. Die gesamte Herstellungsdauer fiir das Apoenzympraparat 
betrug maximal 20 Min. 

Fir die Messungen wurden jeweils 1,2 cm* der Enzymsuspension in den 
Hauptraum der Warburg-Kélbchen gegeben und mit 0,2 cm* der Cofermentlésungen 
bzw. 0,2 cm? Citratpuffer vom py6,2 (Blindwert) gemischt. Weitere 0,3 cm? Citrat- 
puffer wurden entweder zugegeben (Blindwert) oder zum Teil durch eine 0,01m 
Molybdatlésung, welche eine Hemmung von evtl. vorhandenen Phosphatasen be- 
wirken sollte®*, ersetzt. (Wie sich herausstellte, hatte die Molybdatlésung keinen 
EinfluB auf die Resultate). Im Seitenarm des Kélbchens befanden sich 0,3 cm? 
Brenztraubensaéure-Lésung mit einem Gehalt von 20 mg reinster Brenztrauben- 
siure/cm® Citratpuffer, pH6,2. 

Zur Rekombination des Fermentes wurde zuniachst bei 27° 10 Min. geschiittelt, 
anschlieBend wurde die Brenztraubensaure eingekippt. Die CO,-Entwicklung war 
bei Zusatz des aus N-Methyl-thiamin-hydrochlorid erhaltenen Phosphorsaureester- 
Gemisches stets in der GréBenordnung des durch die Restaktivitat des Apofermen- 
tes bewirkten Blindwertes. 

Durch die wahrend des alkalischen Waschens auftretende Schadigung des 
Apofermentes schwankte das Verhialtnis Aktivitaét/Blindwert. Die absoluten CO,- 
Ausbeuten waren, da wir bestrebt waren, die Restaktivitét auf ein Minimum zu 
driicken, nicht so hoch (120—140 mm CO, in 40 Min.) wie in der Literatur1®18 be- 
schrieben (250—300 mm? CO, in 40 Min.), doch erschien das erreichte hohe Ver- 
haltnis von Aktivitét zu Blindwert (12:1 bis 80:1) giinstiger, als in den zitierten 
Fallen (etwa 3:1). 


Zusammenfassung 


N-Methyl-thiamin wird nach einer neuen Synthese durch Vereini- 
gung von 4-Methylamino-2-methyl-5-brommethyl-pyrimidin mit 4- 
Methyl-5-[8-hydroxy-ithyl]-thiazol dargestellt und nach Karrer mit- 
tels eines durch Erhitzen von Orthophosphorsiiure erhiltlichen Poly- 
phosphorsiure-Gemisches verestert. Das entstehende Phosphorsiure- 
ester-Gemisch besitzt elektrophoretisch analoge Eigenschaften wie das 
aus Thiamin unter vdéllig gleichen Bedingungen erhiltliche Phosphory- 
lierungsgemisch. Mit Apocarboxylase vereinigt, zeigt es keine cocarboxy- 
latische Wirksamkeit. 


Summary 


A new synthesis of N-methylthiamine is reported, in which 4-methy]l- 
amino-2-methyl-5-bromomethylpyrimidine is coupled with 4-methyl-5- 
(8-hydroxyethyl)-thiazole. It is then esterified with a polyphosphoric 
acid mixture, obtained by heating orthophosphoric acid. This mixture of 
phosphoric esters has analogous properties, in electrophoresis, to the 
phosphorylation mixture obtained, under identical conditions, from 
thiamine. It shows no cocarboxylase activity with apodecarboxylase. 


Dr. Alfred Schellenberger, Institut fiir Organische Chemie der Universitat 
Halle/Saale, Weinbergweg. 


22 K.-H. Kiessling, Ark. Kemi 10, 279 [1956]. 
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Uber die toxischen Eigenschaften von 
N-Methyl-toxopyrimidin 
Von 
Alfred Schellenberger und Klaus Winter 


Aus dem Institut fiir Organische Chemie der Universitit Halle (Saale) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 24. August 1969) 


Wirkung und Wirkungsmechanismus des Toxopyrimidins sind gerade 
in letzter Zeit Gegenstand einer gréBeren Anzahl von Publikationen ge- 
worden. Es lag daher nahe, das bei der Synthese des N-Methyl-thiamins! 
als Zwischenglied auftretende N-Methyl-toxopyrimidin (4-Methylamino- 
2-methy1-5-hydroxymethyl-pyrimidin) hinsichtlich seiner physiologischen 
Eigenschaften genauer zu untersuchen. 


R. Abderhalden? beobachtete, daB der Pyrimidinteil des Aneurins bei diat- 
ernahrten, wachsenden Ratten und Mausen, besonders nach subcutaner Injektion, 
starke Krampfe und den Tod der Tiere hervorruft. Da bei normaler Ernahrung die 
sonst tédliche Dosis ohne Wirkung blieb, muBte in der iiblichen Nahrung (K6rner- 
futter) ein Faktor sein, der vor dieser Wirkung schiitzte. 1954 gelang es Makino 
und Mitarbeitern’, diese Schutzwirkung auf die Anwesenheit von Vitamin Bg 
zurickzufihren. Diatgefiitterte Tiere, die schon bei einer Dosis von 0,125 mg Toxo- 
pyrimidin pro g Kérpergewicht starben (sonst 0,5—1,0 mg), konnten davor bewahrt 
werden, wenn gleichzeitig 1/15 bis '/.5 dieser Menge an Pyridoxin oder auch Pyridox- 
amin und Pyridoxal in ahnlichen Dosierungen injiziert wurden. Bei normal ge- 
fiitterten Tieren war dagegen 1/; bis 1/,) der tédlichen Dosis nétig. Diese antago- 
nistische Wirkung wurde auf die groBe ° Ahnlichkeit der beiden Molekiile zuriick- 
gefuhrt. 


CH,OH NH, 
H H H,OH 
Oo A £i0 ; i /LB,O 
ll ) 
H,C’ \n7 H,C’ \n7 
Pyridoxin Toxopyrimidin 


Heute ist bekannt, daB beide als Phosphorsaureester um die Apofermente von 
Pyridoxalphosphat- Fermenten konkurrieren, wodurch das unwirksame Toxo- 
pyrimidin das natiirliche Vitamin B, aus seinen Funktionen verdrangt* 5. An- 


1 A. Schellenberger u. Kl. Winter, diese Z. 322, 164 [1960], vorstehend; 
vgl. KI. Winter, Diplomarb., Univ. Halle 1960. 

2 R. Abderhalden, Klin. Wschr. 18, 171 [1939]. 

3 K. Makino, T. Kinoshita, T.Sasaki u. T.Shioi, Nature [London] 
178, 34 [1954]; K. Makino, T. Kinoshita, Y.Aramaki u. S.Shintani, 
ebenda 174, 275 [1954]. 

4 K. Makino u. M. Koike, Enzymologia [Den Haag] 17, 157 [1954]. 

5 T.Sakuragi u. F.4. Kummerow, Arch. Biochem. Biophysics 82, 89 
[1959]; B. G. Haughton u. H. K. King, Biochem. J. 65, 36 P [1957]. 
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scheinend werden im Tier besonders die Aminosiuredecarboxylasen des Gehirns 
gehemmt®. Die gleiche Wirkung wie der Pyrimidinalkohol besitzen auch das ent- 
sprechende Bromid und Chlorid?’, die leicht hydrolytisch in diesen iibergehen. Der 
Ersatz der 4-Aminogruppe durch eine Hydroxyl-Gruppe’® oder Ersatz der 5-Hydroxy- 
methyl-Gruppe durch eine Aminomethyl-Gruppe’ heben die Wirkung des Toxo- 
pyrimidins auf. Im ersteren Fall wird sogar schwache Pyridoxinwirkung géfunden*. 
Die 4-Aminogruppe und die 5-Hydroxymethylgruppe zusammen sind also fiir die 
toxische Wirkung wichtig. Letztere sicher, weil die Verbindung vorher in den 
eigentlich wirksamen Phosphorsaureester iibergefiihrt werden muB®8, 


Wie sich eine Alkylierung der Aminogruppe auf die Wirkung des 
Toxopyrimidins auswirkt, ist bisher noch unbekannt. Die folgenden Ver- 
suche, die an normal ernihrten, etwa 3 Monate alten Miusen vorgenom- 
men wurden, zeigen, daB die Methylsubstitution an der Aminogruppe des 
Toxopyrimidins die Toxizitéit dieser Verbindung deutlich steigert und 
damit zu einem stiirkeren Antagonisten des Vitamins B, fiihrt. 


Beschreibung der Versuche 


Versuchstiere waren etwa 3 Monate alte, wildfarbene, genetisch uneinheit- 
liche Mause. Die Tiere wurden normal ernahrt (Getreide, Milch) und wahrend der 
Versuche einzein gehalten. 

N-Methyl-toxopyrimidin war als Zwischenglied einer neuen N-Methyl- 
thiamin- Synthese? erhalten worden. (Schmp. 172°, aus wenig Wasser umkristal- 
lisiert). 

Toxopyrimidin (4-Amino-2-methyl-5-hydroxymethyl-pyrimidin) wurde aus 
4-Amino-2-methyl-5-brommethyl-pyrimidin- hydrobromid® nach folgender Vor- 
schrift gewonnen: 5g 4-Amino-2-methy1-5-brommethyl-pyrimidin- 
hydrobromid wurden in 20cm? Wasser gelést wal langsam zu 75 cm’ einer 
gesitt. Natriumhydrogencarbonat-Lisung gegeben. Gegen Ende der Reaktion wurde 
zum Sieden erhitzt, bis die CO,-Entwicklung beendet war. AnschlieBend wurde 
filtriert und im Vak. bis fast zur Trockne eingeengt. Der Riickstand wurde zweimal 
mit Chloroform/Athanol 2:1 extrahiert und der Extrakt iiber Natriumsulfat ge- 
trocknet. AnschlieBend wurde im Vak. bis zur Kristallisation des Toxopyrimidins 
eingeengt. Nach dem Erkalten wurde abgesaugt und mit wenig kaltem absol. 
Athanol gewaschen. Ausb. 0,9 g, entsprechend 37° d. Th., Schmp. 197—198°. 

Pyridoxin: Das verwendete Produkt war ein handelsiibliches Praéparat in 
Form einer Lésung des Hydrochlorids (50 mg in 2 cm‘). 

Das Pyridoxin wurde den Tieren jeweils 10 Min. vor der Injektion der Ver- 
suchssubstanzen gespritzt. Alle Substanzen wurden in 0,9proz. NaCl-Lésung gelést 
(20 mg/ecm* bzw., wenn mit Pyridoxin kombiniert, 40 mg/cm*). Die auf das K6rper- 
gewicht der Versuchstiere (etwa 20—30 g) berechneten Substanzmengen konnten 
so in etwa 0,1—0,6 cm? Lésung injiziert werden (subcutan, am’ Riicken). 


Ergebnisse 


Bei den von uns verwendeten Tieren verursachte die Injektion von 
500 ug Toxopyrimidin** erst nach 1% bis 4 Stdn. unter wiederholten 
Krimpfen den Tod (vgl. Tab. 1). 


* Fiir die Uberlassung dieser Verbindung sind wir der Fa. VEB Jenapharm, 
Jena, zu groBem Dank verpflichtet. 
** Diese und die folgenden Mengenangaben sind auf 1 g Kérpergewicht bezogen. 
6 G. Rindi, V. Perri u. U. Ventura, Nature [London] 188, 1126 [1959]. 
7 S. Morii, Biochem. Z. 309, 354 [1941]. 
8 H. Iziri, Vitamins [Kyoto] 9, 483 [1955], zit. nach Chem. Zbl. 1957, 8865). 
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Tab. 1. Wirkung von 500 ug Toxopyrimidin/g Kérpergewicht auf Mause 











(20 mg Toxopyrimidin/cm‘). 

Tier K6rpergewicht injizierte Menge 

ay (g) (cm) Tod nach 

1 25 0,625 4 Stdn. 20 Min. 
2 26,5 0,663 3 » 2 5, 
3 25 0,625 Dish el, 50 
4 22 0,55 1 , 50, 
5 28,7 0,72 So Go a0 as 








Die gleiche Menge N-Methyl-toxopyrimidin wirkte bereits innerhalb 
von 14—16 Minuten tédlich, 250 ug in etwa 30—40 Minuten. Erst 
Mengen zwischen 62,5 und 125ug N-Methyl-toxopyrimidin lieBen 80— 
100% der Tiere am Leben. Dagegen wirkten noch Mengen zwischen 
150 und 160 wg in 80—100% aller Fiille tédlich (Tab. 2). 


Tab. 2. Wirkung von 160 ug N-Methyl-toxopyrimidin/g Kérpergewicht auf Mause 








(20 mg/cm’). 
Tier K6érpergewicht injizierte Menge Tod nach 
Nr. (g) (cm*) (Min.) 
1 19,35 0,155 38 
2 19,20 0,154 53 
(1. Anfall: 38) 
3 23,00 0,184 53 
4 19,45 0,156 60 
(1. Anfall: 37) 
5 19,30 0,155 38 











Die Giftwirkung konnte wie beim Toxopyrimidin durch Injektion 
von Pyridoxin aufgehoben werden. Wihrend aber bei Verwendung von 
500 ug Toxopyrimidin 250 ug Pyridoxin-hydrochlorid fiir den vélligen 
Schutz (keine Krimpfe) ausreichten, war diese Menge bei Anwendung 
von nur 250 ug N-Methyl-toxopyrimidin ohne jede Wirkung. Alle Ver- 
suchstiere starben nach der gleichen Zeit, wie ohne Vitaminzusatz. Die 
gerade tidliche Menge von 160 wg konnte nur durch annihernd gleiche 
Mengen Pyridoxin-hydrochlorid (120—160 ug) aufgehoben werden. 

Aus den geschilderten Versuchen li8t sich mit allem Vorbehalt 
schlieBen, daB das N-Methyl-toxopyrimidin mindestens dreimal so stark 
wirkt wie das Toxopyrimidin. 

Die Wirkung des N-Methyl-toxopyrimidins auBert sich zunichst in 
einer Liihmung der hinteren Extremitiiten, so daB die Tiere wihrend der 
Anfille nicht aufspringen, wie beim Toxopyrimidin. Ferner streute die 
Zeit bis zum Auftreten des ersten Krampfes, der sehr hiufig bereits zum 
Tode fiihrte, viel geringer, wie sich aus Tab. 2 ergibt. (Beim Toxo- 
pyrimidin wurden in 2 Stdn. bis zu 12 Anfille beobachtet.) 
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Herrn Prof. Dr. W. Langenbeck danken wir fiir das freundliche Interesse, 
das er unseren Untersuchungen entgegengebracht hat. 


Zusammenfassung 


N-Methyl-toxopyrimidin wurde auf seine Toxizitit gegeniiber gene- 
tisch uneinheitlichen, normal ernihrten Miusen gepriift. Es zeigt sich, 
daB die Methylierung der Aminogruppe die Toxizitat des Toxopyrimidins 
wesentlich steigert. 


Summary 


The toxicity of N-methyltoxopyrimidine has been tested against 
heterozygous mice on normal diets. It was found that methylation of the 
amino group of toxopyrimidine causes a considerable increase in toxicity. 


Dr. Alfred Schellenberger, Institut fiir Organische Chemie der Universitat 
Halle, Halle/Saale, Weinbergweg. 













Be 








- 


\ 





Bd. 322 (1960) 177 


Isolierung von 17-epi-Ostriol und 16.17-epi-Ostriol 
aus dem Urin schwangerer Frauen 


Von 


H. Breuer und Gerta Pangels 


Aus der Chemischen Abteilung der Chirurgischen Universitiétsklinik und Poliklinik Bonn 
(Direktor: Prof. Dr. A. Gitgemann) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 8. September 1960) 
7 


Von den 4 méglichen Ostriol-Epimeren sind bisher Ostriol! [A 3 51). 
Ostratrientriol-(3.16«.178)] sowie 16-epi-Ostriol? [A 3-5%.Ostratrien- 
triol-(3.16 8.17 B)] aus dem Urin des Menschen isoliert worden; iiber das 
Vorkommen von 17-epi-Ostriol [41-8-54-Ostratrientriol-(3,16«.17«)] 
und von 16.17-epi-Ostriol [A * 5.Ostratrientriol-(3.168.17«)] ist da- 
gegen noch nichts bekannt. Wie wir in friiheren Untersuchungen gezeigt 
haben, wird 16«-Hydroxy-éstron durch Lebergewebe des Menschen in 
vitro nicht nur zu Ostriol, sondern auch zu 17-epi-Ostriol reduziert?, 
wihrend 16 f£-Hydroxy-éstron unter gleichen Bedingungen 16-epi-Ostriol 
und 16.17-epi-Ostriol liefert’. Diese Ergebnisse wurden durch ent- 
sprechende in-vivo-Versuche bestitigt, in denen nach Injektion von 
16«-Hydroxy-éstron und 16 $-Hydroxy-éstron beim Menschen alle 4 epi- 
meren Ostriole aus dem Urin isoliert werden konnten®. Da sowohl 16«- 
Hydroxy-éstron® als auch 16 8-Hydroxy-éstron’ normale Metaboliten des 
Ostrogenstoffwechsels beim Menschen sind und in relativ groBer Aus- 
beute im Schwangerenurin vorkommen, lag die Vermutung nahe, dab 
ihre Reduktionsprodukte 17-epi-Ostriol und 16.17-epi-Ostriol ebenfalls 
im Urin ausgeschieden werden. 


In der vorliegenden Arbeit wird iiber die Isolierung von 17-epi- 
Ostriol und 16.17-epi-Ostriol aus dem Urin schwangerer Frauen berichtet. 
Erwartungsgema8 war die Konzentration der 17«-epimeren Ostriole sehr 
viel geringer als die der 17 £-Epimeren. 


1 G. F. Marrian, Biochem. J. 24, 435 [1930]. 

2 G. F. Marrian u. W.S. Bauld, Biochem. J. 59, 136 [1955]. 

3-H. Breuer, L. Nocke u. R. Knuppen, diese Z. 311, 275 [1958]. 

4 H. Breuer u. L. Nocke, Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 86, 271 
[1959]. 
5 W. Nocke, H. Breuer u. R. Knuppen, Acta endocrinol. Suppl. 51, 
695 [1960]. 

6 G. F. Marrian, K. H. Loke, E. J.D. Watson u. M. Panattoni, Bio- 
chem. J. 66, 60 [1957]. 

7 D.S. Layne u. G. F. Marrian, Biochem. J. 70, 244 [1958]. 
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Ergebnisse 


Nachweis von 17-epi-Ostriol und 16.17-epi-Ostriol im 
Schwangerenurin 


Zunachst wurde das Verhalten von 17-epi-Ostriol und 16.17-epi- 
Ostriol bei der salzsauren Hydrolyse untersucht; es zeigte sich, daB die 
Verluste fiir die freien Steroide nach Zusatz zu Mannerurin in der GréBen- 
ordnung von 5—10% lagen. Aus diesem Grunde konnte auf eine enzy- 
matische Hydrolyse verzichtet werden. 


41 Schwangerenurin (mens IX) dienten als Ausgangsmaterial. Die Auf- 
arbeitung erfolgte in Portionen zu je 400 m/. Nach Zusatz von 15 Vol.-% konz. 
Salzsaure wurde der Urin 60 Min. unter Riickflu8 gekocht und einmal mit 
400 m/l und zweimal mit 200 m/ Ather extrahiert. Die vereinigten Atherextrakte 
wurden auf etwa 400 ml eingedampft und mit 80 m/ einer konz. Natriumcarbonat- 
Lésung (px 10,5) gewaschen. AnschlieBend wurde die Atherphase nach den Angaben 
von Brown® mit 20 mi einer 8proz. Natronlauge ausgeschiittelt und nach Zugabe 
von 80 mleiner 8 proz. Natriumhydrogencarbonat-Lésung erneut kraftig geschiittelt. 
Die waBr. Phase wurde verworfen und der Atherextrakt mit 20 m/ einer 8proz. 
Natriumhydrogencarbenat-Lésung und mit 10 ml Wasser gewaschen. Nach dem 
Trocknen iiber Natriumsulfat wurde die atherische Phase eingedampft, der Riick- 
stand in 1 ml Athanol und 50 m/ Benzol/Petrolather 1:1 gelést. Zur Abtrennung 
der polaren Ostriol-Fraktion wurde die organische Phase viermal mit je 
12,5 ml Wasser ausgiebig extrahiert; dabei gehen 91,9°%%, 17-epi-Ostriol und 98,5°% 
16.17-epi-Ostriol in die wiBr. Phase iiber*. 

Zur weiteren Reinigung wurde die Ostriol-Fraktion dem Ver- 
seifungsschritt nach Bauld® unterworfen, nachdem sich inVorversuchen 
ergeben hatte, daB sowohl 17-epi-Ostriol als auch 16.17-epi-Ostriol gegen- 
iiber starken Alkalien weitgehend stabil waren. 

Die vereinigten waBr. Extrakte (50 m/) wurden mit 5 ml einer 1ln NaOH 
versetzt und 30 Min. unter RiickfluB gekocht. Nach dem Abkiihlen wurde die waBr. 
Lésung durch Einleiten von Kohlendioxyd auf einen py-Wert von 9,3—9,5 ein- 
gestellt (Indikator Thymolphthalein) und anschlieBend zweimal mit je 30 ml Ather 
extrahiert. Die vereinigten Atherextrakte wurden mit 10 ml Wasser gewaschen, 
getrocknet und eingedampft. 


Auf Grund der friiheren Versuche, in denen die Bildung der 4 epi- 
meren Ostriole aus 16x- und 168-Hydroxy-éstron untersucht worden 
war, muBte angenommen werden, daf 17-epi-Ostriol und 16.17-epi- 
Ostriol nur einen geringen Bruchteil (etwa 0,1—1%) der gesamten 
Ostriol-Fraktion ausmachen. Es erschien deshalb zweckmafig, die Ostriol- 
Fraktion in eine cis-Glykol- und eine trans-Glykol-Fraktion aufzutrennen. 
Zu den cis-Glykolen gehéren 16-epi-Ostriol und 17-epi-Ostriol, zu den 


* Die Prozentzahlen fiir die Extraktion von 17-epi-Ostriol und 16.17-epi- 
Ostriol wurden durch Verteilungsstudien ermittelt. Dabei wurde nach jeder Ex- 
traktion der Steroidgehalt der organischen sowie der waiBrigen Phase mit Hilfe 
der Kober-Reaktion festgestellt. Bei den Acetoniden (vgl. 8S. 179), die mit der 
Kober-Reaktion ebenfalls eine rote Farbe ergeben, haben wir das gleiche Verfahren 
angewendet; die Acetonide haben wir selbst hergestellt, so daB eine genaue Einwaage 
méglich war. 

8 J. B. Brown, Biochem. J. 60, 185 [1955]. 
® W.S. Bauld, Biochem. J. 68, 488 [1956]. 
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trans-Glykolen Ostriol und 16.17-epi-Ostriol. Die cis-Glykole kénnen 
leicht in Form ihrer Acetonide von den trans-Glykolen, die keine Acetonid 
bilden, abgetrennt werden. 

Zu diesem Zweck wurde der Trockenriickstand der verseiften Ostriol-Fraktion 
in 5 ml frisch zubereitetem 1 proz. salzsaurem Aceton aufgenommen und 30 Min. 
bei Zimmertemperatur geschiittelt. Nach Neutralisation mit etwa 1,4 m/ In NaOH 
wurde Aceton im Vak. unter Stickstoff abgedampft; es wurde besonders darauf 
geachtet, daB die Temperatur nicht iiber 30—40° anstieg. Nach Hinzufiigen von 
25 ml einer In NaOH wurde dreimal mit je 25 m/ Chloroform extrahiert; dabei 
gehen 97,7% 16-epi-Ostriol-Acetonid und 96,5°% 17-epi-Ostriol-acetonid in die 
organische Phase iiber*, wahrend Ostriol und 16.17-epi-Ostriol in der waBr. Phase 
zuriickbleiben (s. u.). 

Um aus den Acetoniden die freien Verbindungen zu gewinnen, wurde der 
Trockenriickstand der Chloroformextrakte in 6 ml Athanol aufgenommen und nach 
Zusatz von 1 ml 6n H,PO, sowie 5 ml Wasser fiir 30 Min. unter RiickfluB erhitzt. 
Nach dem Abkiihlen wurden 6 ml ln NaOH sowie 6 ml Wasser zugegeben und 
anschlieBend der Alkohol ith Vak. unter Stickstoff verdampft. Der waBr. Riickstand 
wurde mit In NaOH auf 25 mi aufgefiillt, durch Einleiten von Kohlendioxyd auf 
einen py-Wert von 9,3—9,5 eingestellt und zweimal mit je 25 mi Ather extrahiert. 
Die vereinigten Atherextrakte wurden mit 5 ml Wasser gewaschen, getrocknet und ein- 
gedampft. Die Riickstande wurden in 0,5 m/ Athanol aufgenommen (cis-Glykole). 

Die waBrig-alkalische Phase, die nach Abtrennung der Acetonide die trans- 
Glykole enthalt, wurde mit Kohlendioxyd auf einen py-Wert von 9,3—9,5 ein- 
gestellt und zweimal mit je 25 m/ Ather extrahiert. Die vereinigten Atherextrakte 
wurden mit 5 ml Wasser gewaschen, getrocknet und eingedampft. Die Riickstande 
wurden in 0,5 ml Athanol aufgenommen (trans-Glykole). 

Zur weiteren Auftrennung wurden die cis-Glykol-Fraktionen der 
Papierchromatographie unterworfen. Nach den bisher vorliegenden An- 
gaben?® betrigt die Konzentration von 16-epi-Ostriol im Schwangeren- 
urin (mens IX) etwa 400—800 g/l; ferner war auf Grund der friiher 
zitierten Versuche®* mit einem etwa 50fachen Uberschu8 von 16-epi- 
Ostriol gegeniiber 17-epi-Ostriol zu rechnen. Um unter diesen Umstiinden 
eine ausreichende Trennung der beiden epimeren Ostriole herbeizufiihren, 
wurden die cis-Glykol-Fraktionen von je 400 m/ Urin in 10 aliquoten 
Teilen auf 5 Papierchromatogrammen im System Formamid/Chloroform?! 
chromatographiert; die Trennung wurde dadurch begiinstigt, daB die 
Wanderungsgeschwindigkeit von 17-epi-Ostriol in dem genannten System 
etwas gréBer als diejenige von 16-epi-Ostriol ist. Die Positionen, in denen 
17-epi-Ostriol zu erwarten war, wurden durch Anfarben entsprechender 
Randstreifen ermittelt und dann mit Athanol eluiert. 20 Eluate (ent- 
sprechend 800 mi Urin) wurden vereinigt und rechromatographiert. Nach 
Elution und nochmaliger Chromatographie wurde mit Folin-Ciocalteus 
Reagenz?? eine Substanz (etwa 8—10 wg) nachgewiesen, die den gleichen 
Rr-Wert (0,22) wie authentisches 17-epi-Ostriol hatte. Die restlichen 
80 Eluate (entsprechend 3,2 / Urin) wurden zur Isolierung und Identifi- 


zierung aufgehoben. 


* Vgl. Anmerkung S. 178. 

10 K. J. D. Watson u. G. F. Marrian, Biochem. J. 68, 64 [1956]. 

11 H. Breuer u. L. Nocke, Acta endocrinol. 29, 489 [1958]. 

22 QO. Folinu. V.Ciocalteu, J. biol. Chemistry 73, 627 [1927]; F. L. Mitchell 
u. R. E. Davies, Biochem. J. 56, 690 [1954]. 
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Die Aufarbeitung der trans-Glykol-Fraktionen erfolgte durch Papier- 
chromatographie im System Benzol/Methanol/Wasser 100 :55 :4518, 
nachdem sich eine Trennung der beiden Epimeren im System Formamid/ 
Chloroform als unméglich erwiesen hatte. Da im vorliegenden Fall wegen 
der hohen Ostriol-Ausscheidung im Schwangerenurin (10—30 mg/l!) mit 
einem sehr groBen Uberschu8 an dieser Verbindung gerechnet werden 
muBte und auBerdem die Belastbarkeit der Bush-Chromatogramme 
relativ gering ist, wurden die trans-Glykol-Fraktionen von je 400 ml Urin 
in 20 aliquoten Teilen der Papierchromatographie unterworfen. Auch 
hier wurde die Trennung dadurch begiinstigt, daB 16.17-epi-Ostriol 
schneller als Ostriol liuft. Die Positionen, in denen 16.17-epi-Ostriol 
erwartet werden konnte, wurden eluiert, 20 Eluate (entsprechend 400 ml 
Urin) vereinigt und zweimal im System Benzol/Methanol/Wasser re- 
chromatographiert. Mit Folin-Ciocalteus Reagenz!* wurde eine Sub- 
stanz (etwa 10—15 ug) nachgewiesen, deren Wanderungsgeschwindigkeit 
(11,8 cm/24 Stdn.) mit derjenigen von authent. 16.17-epi-Ostriol identisch 
war. Die restlichen 180 Eluate (entsprechend 3,67 Urin) wurden zur 
Isolierung und Identifizierung verwendet. 


Isolierung und Identifizierung von 17-epi-Ostriol und 16.17- 
epi-Ostriol 


Zur Isolierung der in der cis-Glykol-Fraktion nachgewiesenen 17- 
epi-Ostriol-ahnlichen Substanz wurden 20 Eluate vereinigt und im System 
Formamid/Chloroform rechromatographiert. Nach erneuter Elution der 
Substanz wurde eine Mikrosublimation!* unter normalem Druck ver- 
sucht, die jedoch fehlschlug; am Rezipienten wurde lediglich eine 
Tropfenbildung beobachtet. Da Liésungsmittel- und Papierriickstande 
die Ausbildung von Kristallen bei der Sublimation erheblich stéren 
kénnen, wurde die Substanz in 20 mi Ather aufgenommen und mit je 
5 ml verd. Schwefelsiure, 4 proz. Natriumhydrogencarbonat-Lésung und 
Wasser gewaschen. Der getrocknete Atherriickstand wurde erneut sub- 
limiert, die erhaltenen Kristalle waren jedoch unscheinbar und fiir eine 
Schmelzpunktbestimmung ungeeignet. Deshalb wurde eine nochmalige 
Sublimation durchgefiihrt, nachdem der Rezipient auf etwa 150° vor- 
geheizt worden war. Die nunmehr erhaltenen Kristalle zeigten den 
gleichen Schmelzpunkt (234—236°) wie authentisches 17-epi-Ostriol. 
Zur weiteren Identifizierung wurden 20 Eluate vereinigt und rechromato- 
graphiert. Nach zweimaliger Sublimation wurde mit den sublimierten 
Kristallen die Schwefelsiure-Wasser-Reaktion!> durchgefiihrt. Die Ab- 
sorptionskurve stimmte mit derjenigen von 17-epi-Ostriol iiberein 


13 T. E. Bush, Biochem. J. 50, 370 [1952]. 

14 Vgl. H. Breuer u. E. Kassau, Acta endocrinol. Suppl. 51, 1113 [1960]. 

185 W.Dirscherl u. F. Zilliken, Naturwissenschaften 31, 349 [1943]; 
W. Dirscherl u. H. Breuer, Z. Vitamin-, Hormon- u. Fermentforsch. [Wien] 
6, 287 [1954]. 
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(/Amax 286 und 456 mu; Amin 260 und 370 my). Weitere 20 Eluate wurden 
nach entsprechender Vorbehandlung mit Fast Black Salt K gekuppelt?®. 
Die Wanderungsgeschwindigkeit der roten Verbindung im System Toluol/ 
Petrolather/Athanol/Wasser 20:10:3:7 war bei aufsteigender Chro- 
matographie mit derjenigen der 17-epi-Ostriol-Verbindung identisch 
(2,1 em/Stde.). Die restlichen 20 Eluate wurden mit Methyljodid methy- 
liert!’, Die methylierte Substanz zeigte bei der Chromatographie an der 
Al,O,-Siiule das gleiche Verhalten wie der 3-Methyl-ither von 17-epi- 
Ostriol. Die von der Al,O,-Saiule mit lproz. Athanol in Benzol eluierte 
Substanz ergab bei der Kober-Reaktion!’ (Ostriol-Reagenz) eine rote 
Farbe mit einem Maximum bei 515 my. 

Zur Isolierung der in der trans-Glykol-Fraktion nachgewiesenen 
16.17-epi-Ostriol-ahnlichen Substanz wurden 40 Eluate vereinigt, die im 
System Benzol/Methanol/Wasser rechromatographiert und dann einer 
dreimaligen Mikrosublimation unterworfen wurden. Die so erhaltenen 
Kristalle zeigten die gleiche Form und den gleichen Schmelzpunkt 
(248—249°) wie authentisches 16.17-epi-Ostriol; in diesem Zu- 
sammenhang sei erwihnt, daB 16.17-epi-Ostriol bei der Sublimation 
leichter als 17-epi-Ostriol zu Kristallbildung neigt. Die restlichen 
140 Eluate wurden vereinigt und nach zweimaliger Papierchromato- 
graphie in 3 aliquote Teile geteilt, mit denen folgende Reaktionen durch- 
gefiihrt wurden. Bei der Schwefelsiure-Wasser-Reaktion wurde ein 
Spektrum (Amax 270, 295 und 456 my, Amin 255, 278 und 340 my) er- 
halten, das mit demjenigen von authentischem 16.17-epi-Ostriol identisch 
war. Bei der K ober- Reaktion (Ostriol-Reagenz) entstand eine rote Farbe 
mit einem Maximum bei 519 mu. Die Kupplung mit Fast Black Salt K 
ergab eine rote Verbindung, deren Wanderungsgeschwindigkeit bei 
siebenmaliger aufsteigender Papierchromatographie im System Toluol/ 
Petrolather/Athanol/Wasser mit derjenigen von 16.17-epi-Ostriol 
(17 em/24 Stde.) identisch war. 


Diskussion 


Die voriiegenden Ergebnisse demonstrieren die Brauchbarkeit der 
Mikrosublimation fiir die Isolierung kleiner Steroidmengen (etwa 10 ug) 
aus dem Schwangerenurin. Dieses relativ einfache Verfahren, das sich 
eng an die Koflerschen Methoden?® anlehnt, ist jedoch in dieser Form 
nur anwendbar, wenn eine weitgehende Reinigung und Auftrennung der 
zu isolierenden Substanzen vorausgegangen ist. Aus diesem Grunde war 
die etwas umstindliche fraktionierte Papierchromatographie notwendig ; 
wegen des groBen Uberschusses an Ostriol und 16-epi-Ostriol in der 


16 EK. Heftmann, Science [New York] 111, 57 [1950]. 

17 W. Nocke, Clin. chim. Acta (im Druck). 

18 J. B. Brown, J. Endocrinology 8, 196 [1952]; W.S. Bauld, Biochem. J. 
56, 426 [1954]. 

19 Vgl. L. Kofler u. A. Kofler, Thermomikromethoden zur Kennzeichnung 
organischer Stoffe und Stoffgemische, S. 18—23, Wagner, Innsbruck 1954. 
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polaren Ostriol-Fraktion konnte namlich eine ausreichende Abtrennung 
von 17-epi-Ostriol und 16.17-epi-Ostriol mit Hilfe der Siulenchromato- 
graphie an Al,O,- oder Celite-Saiulen nicht erzielt werden. 

Die quantitativen Bestimmungen, die mit der Kober-Reaktion 
durchgefiihrt wurden, ergaben fiir die hier untersuchte Urinprobe folgende 
Werte: Ostriol 13500 wg/l, 17-epi-Ostriol 15 ug/l, 16-epi-Ostriol 550 ug/l 
und. 16.17-epi-Ostriol 45 ug/l. Diese Werte sind nicht fiir die Verluste 
wihrend der Aufarbeitung korrigiert. Wihrend die Wiederfindungen fiir 
Ostriol und 16-epi-Ostriol zwischen 65 und 80° liegen, diirften die Ver- 
luste fiir 17-epi-Ostriol und 16.17-epi-Ostriol mindestens 50—70% 
betragen. 

Mit der Isolierung von 17-epi-Ostriol und 16.17-epi-Ostriol sind 
unseres Wissens zum ersten Male phenolische 17«-Hydroxysteroide beim 
Menschen nachgewiesen worden. Alle bisher aus dem Urin des Menschen 
isolierten 17-Hydroxysteroide — Ostradiol-(17f), 16-Keto-dstradiol- 
(17), Ostriol, 16-epi-Ostriol, 2-Methoxy-éstradiol-(17 8) und 2-Methoxy- 
éstriol — besitzen am C-Atom 17 eine f-stiindige Hydroxylgruppe. Das 
Vorkommen von Ostradiol-(17«) und damit einer 17«-Hydroxysteroid- 
Dehydrogenase schien auf bestimmte Tierarten (Pferd, Kaninchen, Rind 
und Ziege) beschriankt zu sein. Als metabolische Vorstufen von 17-epi- 
Ostriol und 16.17-epi-Ostriol sind 16«-Hydroxy-éstron und 16 B-Hydroxy- 
éstron anzusehen, die in relativ groBer Menge (etwa 0,5 mg/l) im Schwan- 
gerenurin ausgeschieden werden. Die Bildung der beiden epimeren 
Ostriole kann aber auch durch Reduktion von 16-Keto-éstradiol-(17«) 
erfolgen‘, doch ist iiber das Vorkommen dieser Verbindung und ihre Rolle 
im Zwischenstoffwechsel der Ostrogene noch nichts bekannt. 


Die vorliegende Untersuchung wurde mit Unterstiitzung des Kultusmini- 
steriums des Landes Nordrhein-Westfalen durchgefiihrt. Wir danken Herrn 
Dr. R. Knuppen fir die Darstellung von 17-epi-Ostriol und Herrn Dr. J. Fishman, 
Sloan-Kettering Institut, New York, fiir die Uberlassung von 16.17-epi-Ostriol. 
Frau Brigitta Dumont sind wir fir ihre Mitarbeit und Herrn Dr. W. Nocke 
fiir wertvolle Hinweise bei der Darstellung und Hydrolyse von Steroidacetoniden 
zu Dank verpflichtet. 


Methodik 


Phenolische Steroide : 17-epi-Ostriol (A}-°.(!°)-Ostratrientriol-(3.16x.17x)) 
wurde durch Oxydation von 4}.3-5(1°).16.Qstratetraenol-(3)-benzoat mit Osmium- 
tetroxyd gewonnen?®. 16.17-epi-Ostriol (41-*-5(1°).Ostratrientriol-(3.16 8.17 .«)) 
stellte Herr Dr. J. Fishman zur Verfiigung. 

Reagenzien: Die Reinigung von Ather, Chloroform und Athanol erfolgte 
wie friiher beschrieben?!. Zur Darstellung von salzsaurem Aceton wurde wasserfreie 
Salzsiure unter Eiskiihlung in getrocknetes Aceton eingeleitet und die Konzen- 
tration der Salzsiure durch Bestimmung der Gewichtsdifferenz ermittelt. Die Lésung 
ist nur fiir wenige Tage im Kihlschrank haltbar. Die fiir die Farbreaktionen ver- 
wendete Schwefelsiéure war ein Praparat von E. Merck (Darmstadt). Fast Black 
Salt K (diazotiertes p-Nitrobenzol-azo-dimethoxy-anilin) stellte Herr Dr. F. L. 


20 V. Prelog, L. Ruzicka u. P. Wieland, Helv. chim. Acta 28, 250 [1945]. 
21 H. Breuer, R. Knuppen u. G. Pangels, diese Z. 817, 248 [1959]. 
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Mitchell zur Verfiigung. Die Kupplung der Steroide erfolgte in einer halb- 
konzentrierten Lésung des Farbstoffes. 

Papierchromatographie: Alle Versuche wurden bei 18—20° durchgefiihrt. 
Die Bush-Systeme wurden stets fiir 14 Stdn. aquilibriert. Das Papier (Schleicher 
& Schill 2043b Mgl) wurde vor der Verwendung 48 Stdn. mit Methanol eluiert. 

Die Mikrosublimation erfolgte auf einem Mikroskop-Heiztisch (Fa. 
Ernst Leitz, Wetzlar), dessen abnehmbare Objektkammer mit einer Offnung von 
18 mm versehen wurde. In diese Offnung wurde ein Glasgefai8 (Durchmesser 16 mm, 
Hohe 10 mm) mit iiberstehendem Rand eingehangt, in dem sich die zu sublimierende 
Probe befand. Der Sublimationsvorgang wurde unter Verwendung von polarisiertem 
Licht beobachtet. 

Schmelzpunktbestimmung: Das Deckglaschen, an dessen Unterseite sich 
die sublimierten Kristalle befanden, wurde fest zwischen zwei Quarzplatten gepreBt. 
Die Quarzplatten wurden in eine Objektkammer eingespannt, deren Offnung 2mm 
betrug. Alle Schmelzpunkte sind korrigiert. 

Absorptionsspektren. Ihre Aufnahme erfolgte in 10-mm-Kiivetten in 
einem Beckman-Spektralphotometer Model DU. 


Zusammenfassung 


17-epi-Ostriol und 16.17-epi-Ostriol wurden durch priparative 
Papierchromatographie und mit Hilfe der Mikrosublimation aus dem 
Urin der schwangeren Frau (mens IX) isoliert. Die Identifizierung der 
epimeren Ostriole erfolgte durch Bestimmung der Schmelzpunkte, durch 
Ermittlung der papierchromatographischen Wanderungsgeschwindig- 
keiten, durch die Absorptionskurven bei der Schwefelsiure-Wasser- 
Reaktion und bei der Kober-Reaktion sowie durch Papierchromato- 
graphie der Kupplungsprodukte mit Fast Black Salt K. Die quantitativen 
Untersuchungen zeigten, daB 17-epi-Ostriol und 16.17-epi-Ostriol in sehr 
viel geringerer Menge als Ostriol und 16-epi-Ostriol im Urin ausgeschieden 
werden. 


Summary 


17-epioestriol und 16 : 17-epioestriol have been isolated, by preparative 
paper chromatography and microsublimation, from the urine of pregnant 
women. The epimeric oestriols were identified by their melting points, 
by their paper chromatographic mobilities, by the absorption curves of 
the sulphuric acid-water reaction, by the Kober reaction, and by paper 
chromatography of their azo derivatives with Fast Black Salt K. The 
concentrations of 17-epioestriol and 16:17-epioestriol were considerably 
lower than those of oestriol and 16-epioestriol. 


Priv. Doz. Dr. H. Breuer, Chemische Abteilung der Chirurgischen Universitats- 
klinik, Bonn-Venusberg. 
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Synthesen auf dem Vitamin-B;.-Gebiet, V+ 
Alkanolamide des Faktors V,, 


Von 
Konrad Bernhauer und Fritz Wagner 
Lehrstuhl fiir Biochemie der Technischen Hochschule, Stuttgart 


(Der Schriftleitung zugegangen am 13. Juli 1960) 


Wie wir kiirzlich? bei der Strukturermittlung des Faktors Vj, (Di- 
eyano-cobyrinsiure-abedeg-hexamid) zeigen konnten, laBt sich dieser mit 
Chlorameisensiiure-athylester in das gemischte Anhydrid iiberfiihren, das 
bei der Umsetzung mit D(—)-1-Amino-propanol-(2) das natiirliche Cobin- 
amid ergibt. Dadurch bietet sich ein Weg zur Darstellung von bisher noch 
nicht zugiinglichen Cobinamid-Analoga. Mit deren Hilfe ist es méglich, 
die Funktion der 1-Amino-propanol-(2)-Gruppe im Vitamin-B,,-Molekiil 
zu kliren und so einen weiteren Beitrag zur Feststellung der Beziehungen 
zwischen Konstitution und biologischer Wirkung auf dem Vitamin-B,,- 
Gebiet zu liefern.. Ferner erscheint es méglich, so unter Umstiinden zu 
Antagonisten des Cobalamins zu gelangen. 

In der vorliegenden Mitteilung berichten wir iiber die Synthese und 
Charakterisierung solcher neuartiger Cobinamid-Analoga (IV) durch Um- 
setzung des gemischten Anhydrids (II) aus Faktor Vy, (I) und Chlor- 
ameisensiure-ithylester mit verschiedenen Aminoalkoholen (III). 

Bei der Amidierung von Vitamin-B,,-Carbonsiiuren bzw. Cobin- 
amidmonocarbonsiiuren unter Verwendung von Chlorameisensiure- 
iithylester verursacht ein Uberschu8 an diesem Reagenz eine weitere 
Umsetzung im Molekiil®4. Die dabei auftretenden Nebenprodukte ent- 
hielten entweder Estergruppen oder stellten — zum Teil nucleotid- 
freie — Mono- und Dicarbonsiuren dar. Besonders bei Umsetzungen mit 
Aminoverbindungen an Stelle von Ammoniak kann die Menge an Neben- 
produkten ein erhebliches AusmaB annehmen®. Wir haben daher am 
Beispiel des DL-Cobinamids® zunichst die optimalen Bedingungen fiir die 
Darstellung verschiedener Alkanolamide des Faktors Vj, ausgearbeitet. 


1 TV. Mitteil.: W. Friedrich, G. Gross, K. Bernhauer u. P. Zeller, Helv. 
chim. Acta 48, 704 [1960]. 

2 K. Bernhauer, F. Wagner u. P. Zeller, Helv. chim. Acta 48, 696 [1960]. 

3 J.B. Armitage, J.R.Cannon, A.W. Johnson, L.F.J. Parker, E. 
Lester Smith, W. H. Stafford u. A. R. Todd, J. chem. Soc. [London] 1953, 
3849. 

4 E. Lester Smith, Vitamin B,,, Methuen & Co. Ltd., London 1960, S. 102. 

5 Privatmitteilung von Dr. E. Lester Smith und eigene Beobachtungen. 

6 pt-Cobinamid steht hier fiir Cobyrinsiure -abcdeg-hexamid-f-[DL-2- 
hydroxy-propylj-amid; mit D- bzw. t-Cobinamid bezeichnen wir die Substanzen, 
die D- bzw. L-1-Amino-propanol-(2) enthalten. 
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; sie [Co] 
CN ON O O 
’ I I 
CH, + CH,: COOH + CICOOC,H, X{:4s):_, CH, . CH, - CH, - C—O—C—OC,H, 
I II 
CN 
| 
[Co] 
| 
CN O 
= | y 
II + HN’ ————+ (H,: CH,:C—N + CO, + C,H;OH 
R’ ‘R’ 
IIT IV 


\ 
[Co] = Corrinoid-System. 


Bei der Umsetzung von IT mit absol. pi-1-Amino-propanol-(2) erhielten wir 
in 8lproz. Ausbeute DL-Cobinamid® (s. Tab. 1, Vers. Nr. 1), wenn zur Darstellung 
von IT ein UberschuB von Faktor Via vorlag. Setzten wir einen Uberschu8 an Chlor- 
ameisenséure-athylester ein, so entstand neben pL-Cobinamid ein Produkt, das sich 
elektrophoretisch wie Cobinamid verhalt, sich aber chromatographisch eindeutig 
als einheitliches Nebenprodukt erweist. Sieht man dieses als Athylkohlensaureester 
des Cobinamids an, so miiBte bei Umsetzung von II mit pi-1-Amino-propanol-(2) 
in Gegenwart von Wasser noch vorhandener, iiberschiissiger Chlorameisensiure- 
athylester zu Kohlendioxyd und Athanol zerfallen, bevor noch eine Veresterung 
der Hydroxylgruppe des Aminoalkohols einsetzt. Wie Vers. Nr. 4 (Tab. 1) zeigt, 
trifft diese Annahme bei einem Molverhaltnis von Faktor Via/Chlorameisensaure- 
athylester/Triathylamin wie 1:1,2:1,5 zu. Bei einem gré®eren Uberschu8 an Chlor- 
ameisensaure-athylester tritt aber auch hierbei (Vers. Nr. 3) noch ein einheitliches 
Nebenprodukt auf. Um einen noch rascheren Zerfall des im Uberschu8 vorhandenen 
Chlorameisensaure-athylesters herbeizufiihren, wurde pL-1-Amino-propanol-(2) mit 
dem gemischten Anhydrid II in Gegenwart von Pyridin oder waBrigem Pyridin 
zur Reaktion gebracht. Wie die Vers. Nr. 5 bis 8 (Tab. 1) zeigen, trat jedoch nicht 
nur eine erhéhte Reaktionsbereitschaft des noch vorhandenen Chlorameisensiure- 
athylesters ein, sondern es entstanden auch in betrachtlichen Mengen uneinheitliche 
Nebenprodukte des pit-Cobinamids, die auf eine Reaktion des Pyridins mit dem 
gemischten Anhydrid schlieBen lassen. 


Tab. 1. Umsetzung von 1 Mol Faktor Via [in Form des gemischten Anhydrids (II)] 
mit DL-1-Amino-propanol-(2) (je 10 Mol) in absol. Dimethylformamid. 





























Vers. | TAA CAA | Wasser | Pyridin —" SS ct ol 

Nr. Mol Mol cm’ em3 = — — 

/0 oO oO 

1 2 0,9 -- _— 16 81 — 
2 2 1,1 — — 7,2 85 4,0 
3 3 1,5 0,3 oa 7,0 84 3,0 

4 1,5 1,2 0,3 ms 9,0 87 — 
5 2 2 0,1 0,2 6,0 72 18,0 
6 4 4 0,1 0,2 3,0 37 56,0 
a 2 2 a 0,3 7,0 68 22,0 
8 1,5 1,2 0,3 0,2 5,0 76 13,0 


TAA = Triithylamin. CAA = Chlorameisensiure-iithylester. 
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Bei der Darstellung der Cobinamid-Analoga wurden daher die dem 
Versuch 4 (Tab. 1) zugrunde liegenden Versuchsbedingungen gewihlt, 
da sie die héchste Ausbeute unter vélliger Vermeidung von Nebenpro- 
dukten ergaben. Alle Ansitze wurden mit einer Lésung von 9,85 mg 
(0,01 mMol) Faktor V;, in 4,0 em’ absol. Dimethylformamid ausgefiihrt. 
Die Ausbeuten wurden auf den Einsatz an Faktor V,, bezogen und nach 
chromatographischer Trennung spektrophotometrisch ermittelt. Die dar- 
gestellten Cobinamid-Analoga sind in Tab. 2 zusammengefaBt. 


Tab. 2. Dicyano-cobinamid-Analoga, dargestellt durch Umsetzung des gemischten 
Anhydrids mit Aminoalkoholen. 

















Aminoalkohol 
sub- | Bezeichnung: , oe 
aan Cobyrinsaure- rant poser J m= ol.- a. Cobinamid- 
Bez. | abcdeg-hexamid- 0f wae sae _ Analogon 

. Ber. | Gef. 

A -{-[2-hydroxy- | 83 | CygH79CoN,,0, |1028,0} 1-Amino- 5,94 | 6,10 
athyl]-amid athanol-(2) 

B | -f-[3-hydroxy- | 78 | Cs,H;:CoN,,0, |1042,1| 1-Amino- 7,21] 7,08 
propyl ]-amid propanol-(3) 

C -f-[DL-2-hy- 72 | C,5H,4CoN,,0, |1104,1 | pxL-1-Amino-| 12,42 | 12,19 
droxy-2-phenyl- 2-phenyl- 
athyl]-amid athanol-(2) 

D_ |-f-[N-Benzyl-N- | 80 | C,,H,CoN,,0, |1132,2| p-1-Benzyl- | 14,59 | 14,21 
D-2-hydroxy- amino- 
propyl ]-amid propanol-(2) 

EK -{-[2-hydroxy- | 82 | C;,H,,CoN,,0, |1056,1 | 1-Amino-2- | 8,45] 8,29 
2-methyl- methyl- 
propyl]-amid propanol-(2) 

F -/-[DL-2-hy- 88 | C5,H,.CoN,,0, |1084,2| p1i-1-Amino-| 10,89 | 10,44 
droxy-2-methyl- 2-methyl- 
pentyl]-amid pentanol-(2) 

















Zur Identifizierung der Cobinamid-Analoga und Ermittlung ihres 
Reinheitsgrades wurden sie mit 20proz. Salzsiure hydrolytisch gespalten 
und die freigesetzten Aminoalkohole quantitativ bestimmt’. Bei dem 
Derivat A wurde auferdem auf Grund der Kobaltbestimmung ein Ver- 
haltnis Kobalt: Athanolamin wie 0,99 :1,03 (Theorie 1:1) ermittelt®. 

Das papierchromatographische Verhalten der synthetischen Sub- 
stanzen A bis F im Vergleich zu natiirlichem Dicyano-cobinamid und 
Cyano-cobalamin ist aus Tab. 3 ersichtlich. Die R-Werte werden in den 
gewihlten Entwicklersystemen durch konstitutionelle Unterschiede im 
Aminoalkoholanteil in véllig gesetzmaBiger Weise beeinfluBt. Die Ein- 
fiihrung von stark hydrophoben Substituenten (Subst. C, D und F) be- 
schleunigt die Wanderung des betreffenden Cobinamid-Analogons, wo- 
durch die R-Werte erhéht werden. 

7G. Cooley, M.T. Davies, B. Ellis, V.Petrow u. B.Sturgeon, J. 


Pharmacy Pharmacol. 5, 257 [1953]. 
8 K. Bernhauer u. F. Wagner, Z. Naturforsch. 15b, 338 [1960]. 
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Tab. 3. Relative Rr-Werte der Dicyano-cobinamid-Analoga. 
































Subst. a b c d 
Bez Ry Ry, Ry Ry, Ry Ry, R,, Rye 
A 0,81 1,26 0,87 1,32 0,92 0,92 0,91 1,40 
B 0,89 1,52 0,90 1,37 0,95 0,95 0,96 1,57 
C 1,36 2,20 1,51 2,50 1,30 1,30 1,36 2,07 
D 1,47 2,35 1,48 2,29 1,32 1,32 1,35 2,14 
E 1,08 1,64 1,06 ij77 0,99 0,99 1,07 1,61 
F 1,40 2,31 1,45 2,24 1,37 1,37 1,40 2,43 


Aufsteigend chromatographiert, 20 Stdn. bei 20—22°, 
Papier Schleicher & Schill 2043 a; Entwicklersysieme: 


a = 200 cm sek.-Butanol, 75 cm* Wasser, 0,2 cm® 10proz. Blausaure; 

b = 200 cm sek.-Butanol, 75 cm* Wasser, 2 cm® Eisessig, 0,2 cm*® 10proz. Blau- 
sdure; - 

c = 110 cm* sek.-Butanol, 36 cm* Wasser, 14 cm® 25proz. Ammoniak, 
0,1 cm® 10proz. Blausaure ; 


d = 200 cm? sek.-Butanol, 75 cm* Wasser, 1 g Kalignost, 0,2 cm® 10proz. Blau- 
saure. 

Ry = Ry-Wert in Relation zu Cobinamid = 1. 

R,. = Ry-Wert in Relation zu Cobalamin = 1. 


Bye 


Elektrophoretisch wandern die Cobinamid-Analoga in Gegenwart 
von 0,01 % Blauséiure bei px 2,7 wie das natiirliche Cobinamid und Faktor 
Vi, zur Kathode. Bei px-Werten iiber 6,5 verhalten sie sich neutral. 

Die UV-Spektren der Substanzen A bis F sind bei px 2,7 und px7,5 
in Gegenwart von Blausiure mit denen des natiirlichen Cobinamids iden- 
tisch. Die molare Extinktion inkompletter Faktoren (Cobinamid, Cobin- 
amid-Analoga und Faktor Vj.) war bisher unbekannt, da diese nicht in 
kristallisierter Form erhiltlich sind. Unter Beriicksichtigung der Analysen 
fiir Faktor V,,2, Cobinamid? und der hier beschriebenen Cobinamid- 
Analoga wurden fiir diese inkompletten Faktoren die gleichen molaren 
Extinktionen bei 367 my (Amax.) ermittelt, wie experimentell fiir die 
Cobalamin-Analoga gefunden wurde?®: 














on eee Ke LOr? 
Cobalamin ....... 367 30,68 
Makter Vis... 6 6s 367 30,67 
Cobinamid ....... 367 30,63 
Cobinamid-Analoga A bis F 367 30,55 


Die Absorptionsmaxima der Substanz A sind in Tab. 4 als Beispiel 
fiir andere inkomplette Faktoren wiedergegeben. Die einzelnen Faktoren 


* W Friedrich u. K. Bernhauer, Biologie u. Biochemie der natiirlichen 
Vitamin-B,,-Analoga in K. Bauer, Medizinische Grundlagenferschung, Bd. II, 
S. 661, G. Thieme-Verlag, Stuttgart 1959. 
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ergaben Streuwerte der molaren Extinktionen von + 0,4%. Pawetkie- 
wicz und Zodrow”® fanden, daB sich die Absorptionsspektren fiir Cobal- 
amin-Analoga und Cobinamid in ihren Dicyano-Formen von 360 bis 
590 my praktisch nicht unterscheiden. Gefunden wurde fiir Dicyano- 
cobalamin Eggg/E5g9 = 3,01 und fiir Dicyano-cobinamid Eyggg/Esg9 = 3,03. 
Fiir die synthetisch dargestellten Cobinamid-Analoga ergibt sich in ihrer 
Dicyano-Form ein Verhiltnis von E4.,/E,., = 2,98. Auf Grund dieser 
Beobachtungen diirften sich Gehaltsbestimmungen inkompletter Fak- 
toren korrekt ausfiihren lassen. 


Tab. 4. Absorptionsmaxima von Cobyrinsaure-abcdeg-hexamid-f-[2-hydroxy-athy]]- 
amid (Subst. A). 








pu 2,7 PH 7,5 
Amax (my) Emax X 107%] Amax (my) | Emax < 10-3 
273 13,64 276 11,73 
319 11,98 305 —12 10,47 
353 27,44 350 sh 14,95 
404 5,25 367 30,55 
493 9,29 415 2,34 
525 8,39 538 9,09 
: 578 10,26 











Spektren aufgenommen mit dem selbstregistrierenden Spektralphotometer 
Cary Modell 14 der Firma Appl. Physics Pasad. 


Pufferlésungen: pp 2,7:0,5m Essigsiure + 0,005% Blausaure; 
pu 7,5:0,05m Trispuffer + 0,005°, Blausaure. 


Die Wachstumswirkung gegeniiber der Coli-Mutante 113-3 (Roéhr- 
chentest) wurde mit chromatographisch und papierelektrophoretisch rei- 
nen Substanzen ermittelt. Die Ergebnisse zeigt Tab. 5. Wahrend der 
Faktor Vi, gegeniiber Z. coli véllig inaktiv ist und die Einfiihrung der 
D(—)-1-Amino-propanol-(2)-Gruppe die héchste Aktivitaét ergibt (Subst. 
H), fiihrt die Substitution mit 1-Amino-ithanol-(2) (Subst. A, Ersatz der 
Methylgruppe durch Wasserstoff im Grundkérper) zu einer verminderten, 
aber noch sehr betrichtlichen Aktivitit. Bemerkenswert ist ferner, daB 
die Einfiihrung von 1-Amino-2-methyl-propanol-(2) (Subst. E, Ersatz des 
Wasserstoffes durch eine Methylgruppe im Grundkérper) eine ahnliche 
Aktivitat ergibt wie beim Ersatz des D(—)-1-Amino-propanols-(2) durch 
die L(+-)-Form (Subst. I). Die mikrobiologische Aktivitit des DL-Cobin- 
amids (Subst. G) liegt erwartungsgemi zwischen der der beiden optisch 
reinen Formen. Die strukturellen Abweichungen bei den anderen Cobin- 
amid-Analoga sind bereits so groB, daB sie praktisch den Verlust der Ak- 
tivitait bewirken*. Die gewonnenen Ergebnisse zeigen, wie weit die 1- 
Amino-propanol-(2)-Gruppe im Cobinamid und damit wohl auch im 
Vitamin-B,,-Molekiil fiir die Wirkung wesentlich ist. 





10 J. Pawetkiewicz u. K. Zodrow, Acta biochem. Polonica 4, 204 [1957]. 
* Fir die mikrobiologischen Teste danken wir Herrn Dr. Otto Miiller u. 
Fraulein Uta Reich. 
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Tab. 5. Mikrobiologische Aktivitaét der Cobinamid-Analoga gegeniiber Escherichia 
coli 113-3 (Cobinamid = 100), Genauigkeit + 8%. 


Subst.-Bez. |F.Via A | B C D|E F | G H I 





























Aktivitat | o | 711 | 4 | 2 | o | 36 | o | 73 | 96 | 37 
G = put-Cobinamid®, H = p-Cobinamid®, I = t-Cobinamid®. 


Der Deutschen Forschungsgemeinschaft und dem Fonds der 
Chemischen Industrie danken wir fiir finanzielle Hilfe, den Chemischen 
Werken Hiils fiir die Uberlassung von Chemikalien. Fiir geschickte und ver- 
standnisvolle Mitarbeit danken wir Fraulein Evamaria Hortenbach. 


Zusammenfassung 


Durch Umsetzung des gemischten Anhydrids aus Faktor V,, und 
Kohlensiure-ithylester mit verschiedenen Aminoalkoholen werden neu- 
artige Dicyano-cobinamid-Analoga synthetisiert. Ihre Struktur wird 
durch den Nachweis der in ihnen enthaltenen Alkanolamine sichergestellt. 
Die chemisch-physikalischen und biologischen Eigenschaften der herge- 
stellten Substanzen werden beschrieben. 


Summary 


Dicyanocobinamide analogues of a new type have been synthesised 
by reaction of the mixed anhydride of factor V;, and ethyl carbonate 
with various aminoalcohols. Their structure was confirmed by the demon- 
stration of the constituent alkanolamines. The physico-chemical and 
biological properties of the prepared compounds are described. 


Professor Dr. Konrad Bernhauer, Technische Hochschule, Stuttgart-N, 
AzenbergstraBe 14. 
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Umsetzungen des Faktors V,, mit Serin- bzw. Threonin- 
methylester 
Von 
Konrad Bernhauer und Hanswerner Dellweg 


Aus dem biochemischen Forschungslaboratorium der Aschaffenburger Zellstoffwerke A G, 
Stockstadt a. M. 


(Der Schriftleitung zugegangen am 13. Juli 1960) 


In Fortsetzung unserer Synthesen von Cobinamid-Analoga stellten 
wir die Kondensationsprodukte des Faktors V,, mit Serin- bzw. Threo- 
nin-methylester her. Bei Anwendung von 3 Mol Chlorameisensaure- 
athylester je Mol Faktor V;, und Umsetzung des so gewonnenen gemisch- 
ten Anhydrids? aus Faktor Vj, und Kohlensiure-ithylester mit Serin- 
bzw. Threonin-methylester erhilt man 80—85°% an neutralen Substan- 
zen, die jedoch eine Reihe von Nebenprodukten enthalten (s. dazu auch 
voranstehende Mitteilung), wodurch die Reinigung erschwert wird. Es 
erwies sich daher als zweckmiafiger, nur die iquimolare Menge an Chlor- 
ameisensaureester anzuwenden, wodurch zwar die Umsetzung verringert 
wird, aber eine chromatographische Trennung der Reaktionsprodukte sich 
eriibrigt. Es muB lediglich nicht umgesetzter Faktor V,, durch Elektro- 
phorese bei pu 6,5 abgetrennt werden. Die chromatographischen und 
elektrophoretischen Eigenschaften der gewonnenen Kondensationspro- 
dukte aus Faktor Vj, und DL-Serin-methylester (I) bzw. aus Faktor Via 
und L-Threonin-methylester (II) sind aus der Tabelle ersichtlich. Zu ihrer 


CN 

| 
- [Co] I’; R= CH,OH, R’ = OCH, 

| Ia: R =CH,OH, R’ = OH 

CN II: R=CHOH-CH, R’ = OCH, 
| Ila: R = CHOH-CH, R’ = 0H 
__ CH,-CH,-CO-NH-CH-R 

bor’ [Co] = Corrinoidsystem 


1 V. Mitteil.: K. Bernhauer u. F. Wagner, diese Z. $22, 184 [1960], vor- 
stehend. 

2 K. Bernhauer, F. Wagner u. P. Zeller, Helv. chim. Acta 48, 696 [1960]. 

3 GemaéB der Nomenklatur auf dem Vitamin-B,,-Gebiet (s. dazu 1. c.4) kénnen 
die Stoffe II und IIa folgendermaBen bezeichnet werden, vorausgesetzt, daB keine 
Racemisierung stattgefunden hat: II = Dicyano-cobinamid-(f)-carbonsaure-(1’)- 
methylester; IIa = Dicyano-cobinamid-(f)-carbonsaure-(1’). 
4 E. Lester Smith, Vitamin B,,, Methuen & Co. Ltd., London 1960, S. 67. 
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Eigenschaften der Cobinamid-Analoga. 





Bd. 322 (1960) 


























i) 
=~ 
n = 
S21 S 
~S> a2*e| © aS 
qa@eo8gialec | 
se 8 Ol] rf 
> tl — 
o § 
pe 
& 
a 
ww | B26 
r Ooaics 
2 = 
-— 
= 
> .~|ewow 
Se ie | Se Ben Se: Se 
o HoIloaac o 
a = = 
3 
8 
nD 
© 
Ea 
Si == 
< eg & S&S 
oan 2 6 
_ o-oo 
oo & & 
Rn s so 
2 aoe eS 
2 oa 
“fe 
a i‘ is 
& sib SES 
— eis SS Se 
c N @ N 8 
oO n n 
a so 80 
a ee cee 
- 2.8 
o wl we HS 
5 ~|r 82+. 
> sl8 22 4 
ry oO oO 
} | =| 
a 
S wtae <2 
2ealsgss s 
i 2 
s+ = O OD 
ae fre a oc ot 
a oo = © 
o 
= 
= 
a) ; Oo . = 
s oisaes 
= SS NS 
g— 
=| Ona wo 
co ml/ARS 
a | Re 
od oom oS 
= 
= Soa>re 
SC zAILANSOA 
oo = ©} 
3 
oc — 
— — 


Subst. 





Schleicher & Schiill-Papier, Nr. 2043a, 18 Stdn. 
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1. Aufsteigende Chromatograph 


bei 22—23°, mit folgenden Entwicklern: 


Rp = Ry-Wert in Relation zu Cobinamid — 
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5proz. Ammoniak-Lésung, 0,05 Tle. 10proz. Blausiurelésung 


% Natrium-tetraphenylborat 


Dd 


gesatt. mit Kaliumperchlorat 
1 TI. Eisessig, 0,05 Tle. 10proz. Blausiurelésun 


, 14 Tle. 2 


Blausaure, 


0 


) 
/0 


.-Butanol, 0,01°% Blausaure, 


.-Butanol, 50 Tle. Wasser, 


100 Tle. sek.-Butanol, 36 Tle. Wasser 


D = wassergesatt. sek.-Butanol, 0,01‘ 


wassergesatt. sek 
100 Tle. sek 
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weiteren Identifizierung wur- 
de ihr Gehalt an Aminosiéuren 
ermittelt (s. Tab.). Das UV- 
Spektrum der Substanzen ist 
zwischen 240—650 my erwar- 
tungsgemaB mit dem des natiir- 
lichen Cobinamids identisch. 


Die Serin- und Threonin- 
methylester sind gegen Alkali 
sehr empfindlich und werden 
in waiBriger Lésung bei px10,5 
wihrend etwa 6 Stdn. bei 
Zimmertemperatur zu nahezu 
90% verseift. Analog lassen 
sich unter diesen Bedingungen 
auch die Substanzen I und II 
zu den freien Siiuren Ia und 
Ila _ verseifen. Wie die Tab. 
zeigt, besitzen sie die zu erwar- 
tenden chromatographischen 
und elektrophoretischen Ei- 
genschaften. Bei der Hydro- 
lyse mit 6n HCI® geben sie die 
zu erwartende Menge an Serin 
bzw. Threonin (s. Tab. ). 


Alle beschriebenen Stoffe 
erwiesen sich im Test mit der 
E. coli-Mutante 113-3 als prak- 
tisch inaktiv®. Dies erscheint 
fiir die Saiure IIa besonders 
bemerkenswert, da Threonin 
eine biologische Vorstufe des D- 
1-Amino-propanol - (2) - Restes 
im Vitamin-B,.-Molekiil vor- 
stellt’. Die diesbeziiglichen 
Versuche unter Verwendung 


5 G. Cooley, M. T. Davies, 
B. Ellis, V. Petrow u. B. Stur- 
geon, J. Pharmacy Pharmacol. 
5, 257 [1953]. 

6 Fiir die Durchfiihrung der 
Teste haben wir Frau Dipl. Chem. 
Becher u. Frl. Lorenz zudanken. 

?7 A. I. Krasna, C. Rosen- 
blum u. D. B. Sprinson, J. biol. 
Chemistry 225, 745 [1957]. 
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von mit 15N markiertem Threonin’ lassen jedoch keinen Schlu®B zu, ob 
die Decarboxylierung der Aminosiure vor der Verkniipfung mit einem 
Cobyrinsaure-Derivat (evtl. mit Faktor V;,) oder erst auf einer spiite- 
ren biogenetischen Stufe erfolgt (s. dazu 1. c.*). Die Inaktivitit der Sub- 
stanz Ila bei L. coli zeigt, daB dieser Organismus nicht zur Abspaltung 
der am C-1 der 1-Amino-propanol-(2)-Gruppe des Cobinamids befindli- 
chen Carboxyl-Gruppe befahigt ist. 


Der Fa. Hoffmann La Roche & Co. AG, Basel, danken wir fiir die Forderung 
unserer Arbeit. 


Beschreibung der Versuche 


Herstellung der Methylester: Das aus 8x10~* Mol Faktor Via und 
8x 10-® Mol Chlorameisensaure-athylester hergestellte gemischte Anhydrid? 
wird mit 16x 10-® Mol einer 0,25m war. Losung des Aminosaure-methyl- 
esters umgesetzt. Man fallt dann wie iiblich mit Aceton/Diisopropylather, lost den 
gewaschenen Riickstand in absol. Methanol und trennt durch Elektrophorese auf 
einem Karton bei pq 6,5 wahrend 20 Stdn. Der neutrale Anteil wird herausgeschnit- 
ten, eluiert, mit p-Chlorphenol gefallt, mit Wasser extrahiert und an einer Siule aus 
PW-Cellulose chromatographiert. Das durch 0,lproz. wiBrige Blausiurelésung ge- 
wonnene Eluat wird im Vak. getrocknet. 


Bestimmung der Aminosauren: Etwa 0,5 mg Substanz werden mit 0,25cem* 
6n HC! im zugeschmoizenen Roéhrchen 2 Stdn. auf 105° erhitzt. Man extrahiert mit 
n-Butanol, wascht die Butanolphase mit Wasser und trocknet die vereinigten waBri- 
gen Extrakte im Vak. Man nimmt den gelblich gefarbten Riickstand in 0,1 em* Was- 
ser auf und chromatographiert auf Schleicher & Schiill-Papier 2043a mit n-Butanol/ 
Wasser/Hisessig (4:1:1 Vol.) im Vergleich mit eingewogenen Mengen von Serin- bzw. 
Threonin-methylester, die ebenso wie die zu untersuchenden Proben mit Salzsiure 
hydrolysiert und weiter behandelt worden waren. Die in iiblicher Weise mit Nin- 
hydrinlésung angefarbten Flecke werden ausgeschnitten und mit waBrigem Aceton 
eluiert. Die Lésung wird im Beckman-Spektrophotometer DU bei 570 my ausge- 
messen. Man berechnet den Aminosauregehalt unter Zugrundelegung des molaren 
Extinktionskoeffizienten 30,6 x 10* bei 367 my fiir die Cobinamid-Analoga. 


Verseifung der Methylester: Eine Lésung des Methylesters wird in 0,1m 
Kaliumcarbonatlésung 8 Stdn. bei Raumtemperatur stehen gelassen. Man neutra- 
lisiert mit 1m Perchlorséurelésung, extrahiert das Verseifungsprodukt mit Phenol/ 
Chloroform, fiihrt es in Wasser iiber und trocknet es im Vak. 


Zusammenfassung 


Durch Umsetzung des gemischten Anhydrids aus Faktor Vj, und 
Kohlensiure-aithylester mit Serin- bzw. Threonin-methylester werden die 
betreffenden Cobinamid-Analoga synthetisiert und durch ihre Verseifung 
die entsprechenden freien Sauren hergestellt. Die Struktur der Verbin- 
dungen wird durch Ermittlung ihres Gehaltes an Serin bzw. Threonin 
sichergestellt. Die chemisch-physikalischen und biologischen Eigen- 
schaften der hergestellten Substanzen werden beschrieben. 


8 H.C. Heinrich, 4th Internat. Congr. of Biochemistry, Wien, Sept. 1958, 
Symp. XI, Vitamin Metabolism. Pergamon Press Ltd. London 1960, 8. 150. 
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Summary 


The mixed anhydride of factor V;, and ethyl carbonate has been 
reacted with the methyl esters of serine or threonine, to give the cobin- 
amide analogues, which were saponified to give the corresponding free 
acids. The structure of the compounds was confirmed by determination of 
their content of serine or threonine. The physico-chemical and biological 
properties of the prepared compounds are described. 


Professor Dr. Konrad Bernhauer, Technische Hochschule, Stuttgart-N, Azen- 
bergerstr. 14. 
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Synthesen auf dem Vitamin-B,,-Gebiet, VII? 
Umsetzungen des Faktors V,, mit «-Amino-®-hydroxy- 


carbonsauren 










Von 
Konrad Bernhauer und Fritz Wagner 
Lehrstuhl fiir Biochemie der Technischen Hochschule, Stuttgart 


(Der Schriftleitung zugegangen am 13. Juli 1960) 


In der voranstehenden Mitteilung! wurde iiber die Umsetzung des 
Faktors V,,? mit Serin- bzw. Threonin-methylester und die aus den Um- 
setzungsprodukten durch Verseifung erhiltlichen freien Saéuren berichtet. 
In der vorliegenden Mitteilung wird gezeigt, dali diese Siuren auch durch 
direkte Kondensation des gemischten Anhydrids aus Faktor V,, und 
Kohlensiure-athylester mit den freien Aminosiuren (Serin und Thre onin) 
erhalten werden kénnen. Ferner wird die Umsetzung des Faktors V,, mit 
Homoserin und f-Phenylserin beschrieben. 

Bei der Umsetzung von 1 Mol des in der friiher beschriebenen Weise 
hergestellten® gerhischten Anhydrids aus Faktor V,, und Kohlensiure- 
iithylester mit 10 Mol einer «-Amino-f-hydroxy-carbonsiure (Natrium- 
salz) verliuft die Kondensation zu I in 60—70proz. Ausbeute. 


CN 
| 
y i. R = —CH,OH (Subst. A und B) 
ON R =—CH,:CH,OH (Subst. C) 
. R = —CH(OH)-CH, (Subst. D und E) 
R = —CH(OH)(€,H; (Subst.F) - 


_ CH,:CH,:CONH-CH:R 
| 
I COOH [Co] = Corrinoidsystem 


Entscheidend fiir die erfolgreiche Gewinnung der reinen Reaktions- 
produkte war die Auffindung einer bequemen Methode zur Abtrennung 
von unverandertem Faktor V,, von den — gleichfalls sauren — Um- 
setzungsprodukten. Dies gelang durch Chromatographie der durch Ex- 
traktion mit p-Chlorphenol/o-Dichlorbenzol* von Salzen und iiberschiis- 
siger Aminosiure befreiten wiBrigen Lésung der Rohprodukte an Carb- 
oxymethyl-Cellulose (CM-Cellulose). Dabei wird der Faktor V,, als scharfe 
Zone adsorbiert, wihrend das Reaktionsprodukt beim Entwickeln mit 
Wasser ausgewaschen wird. 

1 VI. Mitteil.: K. Bernhauer u. H. Dellweg, diese Z. 322, 190 [1960], 
vorstehend. 

2 K. Bernhauer, F. Wagner u. P. Zeller, Helv. chim. Acta 48, 696 [1960]. 
3K. Bernhauer u. F. Wagner, diese Z. $22, 184 [1960], vorstehend. 
4 W. Friedrich u. K. Bernhauer, Z. Naturforsch. 9b, 755 [1954]. 













Tab. 1. Die aus dem gemischten Anhydrid durch Umsetzung mit «-Amino-8-hvdroxv-carhonaknrean Gammaaballé.an 
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-B-hydroxy-carbonsauren dargestellten 


Cobinamidcarbonsauren (I). 


Tab. 1. Die aus dem gemischten Anhydrid durch Umsetzung mit «-Amino 
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Bezeichnung 
Cobyrinsaéure-abcdeg-hexamid- 


-f-[DL-1-Carboxy-2-hydroxy-athyl]-amid . 


-f-[L-1-Carboxy-2-hydroxy-athyl]-amid 


-f-[pDL-1-Carboxy-3-hydroxy-propy] ]-amid 


-f-[DL-1-Carboxy-2-hydroxy-propyl]-amid 


-f-[L-1-Carboxy-2-hydroxy-propyl]-amid . 


-f-[L-1-Carboxy-2-hydroxy-2-phenyl-athy]]- 


amid 
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Dieses Verhalten ist so zu 
erkliren, da im pu-Bereich 
4—5 (Eigenaciditaét des Kat- 
ionenaustauschers) die Carb- 
oxylgruppe des Faktors Vj, 
nicht dissoziiert ist, wodurch 
der Gesamtkomplex formal 
positiv geladen ist. Dagegen 
ist unter diesen Bedingungen 
die Carboxylgruppe des Kon- 
densationsproduktes bereits 
dissoziiert, wodurch der Ge- 
samtkomplex neutral wird 
und aus der CM-Cellulose- 
Saiule wandert. Die beschrie- 
bene Trennungsmethode hat 
gegeniiber der chromatogra- 
phischen oder elektrophore- 
tischen den Vorteil, daB sie 
sehr rasch durchfiihrbar ist 
(s. dazu 1. c.5). 

Die dargestellten Ver- 
bindungen sind in Tab. 1 zu- 
sammengefaBt. Die Ausbeuten 
wurden auf den Einsatz an 
Faktor V,, bezogen und spek- 
tro-photometrisch unter Zu- 
grundelegung einer molaren 
Extinktion von 30,55 10° 
bei 367 my bestimmt®. Zur 
Sicherstellung ihrer Struktur 
wurden alle Substanzen jeweils 
mit 20proz. Salzsiure hydro- 
lysiert und die freigesetzten 
Aminosiuren quantitativ be- 
stimmt. 

Die dargestellten Sub- 
stanzen wurden papierchroma- 
tographisch _charakterisiert, 
wobei sich die Verwendung 
von ausgewaschenem Papier 
als vorteilhaft erwies. Aus 
Tab. 2 sind die ermittelten 








Subst. 
Bez. 





A 
B 
C 


D 
E 
F 


5 J. Pawelkiewicz, W. Wa- 
lerych, W. Friedrichu.K. Bern- 
hauer, J. Chromatog. 3,359 [1960]. 
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R-Werte in vier verschiedenen Entwicklersystemen ersichtlich. Die 
Substanzen A und B bzw. D und E wurden auch gemeinsam auf einem 
Punkt aufgetragen, wo sie in allen vier Entwicklern véllig gleich liefen. 


Tab. 2. Relative Rr-Werte der Cobinamidcarbonsauren I. 

















Subst. a b c d 
Bez. Rs Ray» Rs Reis Rs Rz,, | Rs Rpie 
A 0,28 | 0,42 | 0,56 | 0,86 0,47 0,15 | 0,23 
B 0,27 | 0,43 | 0,56 | 0,84 0,51 0,15 | 0,26 
C 0,46 | 0,63 | 0,75 1,09 0,52 0,13 | 0,28 
D 0,31 | 0,41 | 0,64 1,05 0,51 0,17 | 0,29 
E 0,32 | 0,41 | 0,68 1,10 0,49 0,18 | 0,27 
F 111 | 1,69 | 1,19 1,74 0,78 0,24 | 0,37 











Ry = Ry-Wert in Relation zu Cobinamid = 1. 
Rg. = Ry-Wert in Relation zu Cobalamin = 1. 


Aufsteigende Chromatographie an Schleicher & Schiill.Papier, Nr. 2043a aus- 
gew., 20 Stdn. bei 22—23°; Entwickler s. 1. c.°. 


Elektrophoretisch verhalten sich die Verbindungen in Gegenwart 
von 0,01% Blausiure im Vergleich mit Faktor V,, bzw. Cobinamid fol- 


gendermafen: 

pu i 2,7 3,8 6,5—11 
Cobinamidcarbonséuren basisch neutral einbasig sauer 
Faktor V, basisch basisch einbasig sauer 
Cobinamid basisch basisch neutral 


Die Absorptionsspektren der einzelnen Derivate sind im Bereich 
von 240 bis 650 mu bei pu2,7 und pu7,5 mit denen des Faktors V,, und 
denen von Cobinamid identisch. 

Alle hergestellten Cobinamidcarbonsiuren erweisen sich im Rohr- 
chentest mit Z. coli 113-3* alsinaktiv (s.dazul.c.'). Infolgedessen kann auf 
mikrobiologischem Wege nicht entschieden werden, ob bei der Synthese 
eine eventuelle Racemisierung stattgefunden hat. Uberdie evtl. Verwertung 
der betreffenden Stoffe durch Propionibacterium shermanii sollen die 
weiteren Versuche AufschluB geben. 


Der Deutschen Forschungsgemeinschaft und dem Fonds der Che- 
mischen Industrie danken wir fiir die Unterstiitzung unserer Arbeit. 


Beschreibung der Versuche 


Beispiel: Dicyanocobyrinsaure-abcdeg -hexamid-f-[pDL-1-carboxy- 
2-hydroxy-propyl]-amid: Aus 0,01 mMol Faktor V,, und 0,012 mMol] Chlor- 
ameisensdure-aithylester wird das gemischte Anhydrid? hergestellt. Zum Re- 
aktionsgemisch gibt man 0,1 mMol einer 1n waBrigen Lésung von DL-Threonin- 
natrium. Unter Riihren 14Bt man die Reaktionslésung auf Raumtemperatur kom- 


* Fir die mikrobiologischen Teste danken wir Fraulein Uta Reich. 
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men, nach 2 Stdn. erwarmt man schlieBlich noch 30 Min. auf 30°. Der durch Zusatz 
von Aceton/Diisopropylather in iiblicher Weise erhaltene rote Niederschlag wird in 
10 cm’ Wasser gelést und mittels o-Dichlorbenzol/p-Chlorphenol von Salzen befreit. 
Die waBrige Phase wird mit 2n Essigsiure auf py4,5 eingestellt und im Vak. bei 
Raumtemperatur verdampft. Der Riickstand wird im Exsikkator iiber Kalium- 
hydroxyd getrocknet. Die Lésung des Riickstandes in 5 cm* Wasser wird an einer 
Saule (1,817 cm) aus Carboxymethyl-Cellulose (mit 2nHCl behandelt und mit 
Wasser saurefrei gewaschen) chromatographiert. Beim Entwickeln mit Wasser lauft 
der Hauptanteil aus der Saule. Nach Verdampfen des rot gefarbten Eluates im Vak. 
bei Raumtemperatur wird der Riickstand in Methanol aufgenommen, durch Zusatz 
von Aceton/Diisopropylither und etwas Blausaure schlieBlich ausgeflockt. Man 
erhalt das Amid in 7lproz. Ausbeute. 

Die bei der Eluierung der Carboxymethyl-Cellulose mit Wasser zuriickblei- 
bende Zone wird mit 0,05proz. Ammoniak eluiert; die erhaltene Fraktion erweist 
sich als nicht umgesetzter Faktor V,, (21% des Einsatzes). 


Bestimmung der Aminosauren: Durch Auflésen von 8—10 mg Amino- 
siure in bidest. Wasser und Auffiillen auf 10 cm? wird eine Standardlésung herge- 
stellt. Von dieser tragt man 1215 und 18mm* auf Schleicher & Schiill-Papier, 2043a 
ausgew., auf und chromatographiert 18 Stdn. mit n-Butanol/EHisessig/Wasser (4:1:2 
Vol.). Es wird mit einer 0,lproz. Ninhydrinlésung in n-Butanol entwickelt, ausge- 
schnitten und mit 4 cm* 50proz. waBr. Aceton eluiert. Das erhaltene Eluat wird im 
Beckman-Spektrophotometer DU bei 570 mu ausgemessen. 

2—3 mg der zu untersuchenden Substanz werden mit 20proz. Salzsiure 4 Stdn. 
bei 100° hydrolysiert. Man verdiinnt mit 2 cm* Wasser und extrahiert 3mal mit je 
1 cm® n-Butanol. Die vereinigten, rotgefarbten Butanolextrakte werden 3mal mit 
je 0,5 cm? Wasser riickextrahiert, die waBrigen Extrakte vereinigt und im Vak. ein- 
geengt. Der Riickstand wird in 0,25 cm* Wasser aufgenommen und wie bei der 
Standardlésung weiterverarbeitet. 


Zusammenfassung 

Durch Umsetzung des gemischten Anhydrids aus Faktor V,, und 
Kohlensiure-ithylester mit DL- bzw. L-Serin, DL-Homoserin, DL- bzw. 
L-Threonin sowie L(—)-threo-B-Phenylserin werden die entsprechenden 
Cobinamidcarbonsiuren synthetisiert. Ihre Trennung von nicht umge- 
setztem Faktor V,, gelingt durch Chromatographie an Carboxymethyl- 
Cellulose. Die Struktur der gewonnenen Verbindungen wird durch Er- 
mittlung ihres Gehaltes an den jeweiligen «-Amino-f-hydroxy-carbon- 
siiuren und ihrer physikalisch-chemischen Eigenschaften sichergestellt. 


Summary 

The mixed anhydride of factor V,, and ethyl carbonate has been 
reacted with each of the following amino acids to give the corresponding 
cobinamide carboxylic acid: DL- and L-serine, DL-homoserine, DL- and 
L-threonine, and L(—)-threo-B-phenylserine. Separation of the cobin- 
amide carboxylic acid from unreacted factor V,, was achieved by chro- 
matography on carboxymethy]-cellulose. The structure of the final product 
was confirmed by determination of its content of the appropriate 
a-amino-f-hydroxycarboxylic acid and its physico-chemical properties. 


Professor Dr. Konrad Bernhauer, Technische Hochschule, Stuttgart-N, Azen- 
bergstr. 14. 
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N-haltige Inhaltsstoffe des Pferdeschwammes 


Hippospongia equina 
Von 
D. Ackermann und H. G. Menf8en 
Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitit Wiirzburg 


(Der Schriftleitung zugegangen am 24. August 1960) 


Da in friiheren Arbeiten bei verwandten Vertretern der Riesen- 
kieselschwimme!-* zahlreiche interessante Inhaltsstoffe beobachtet 
wurden, lag es nahe, eine andere Schwammart zu untersuchen. 


Im Pferdeschwamm, Hippospongia equina, fanden wir zunichst 
Guanidin, das sich diesmal nur papierchromatographisch nachweisen 
lieB. 

Es ist auBer in Geodia gigas! in Lumbricus terrestris®, Octopus vulga- 
ris’, Alcyonium digitatum’ und Arion empiricorum® beobachtet worden. 

Als Derivate‘des Guanidins konnten Glykocyamin und Agmatin 
praparativ isoliert werden. 

Glykocyamin war bereits in zwei Meereswiirmern Nereis diversicolor!® 
und Nereis virens“ gefunden worden. Dariiber hinaus beschrieben Roche 
und Mitarbeiter!® das Auftreten von Glykocyamin als Phosphagen. Es 
wurde ferner im normalen Hunde- und Menschenharn gefunden”, sowie 
speziell bei Dystrophie’*. 

Agmatin war zuerst von Kossel" bei der Hydrolyse von Herings- 
sperma beobachtet worden, spiter fand man es auch im Extrakt von 


1 PD. Ackermann, F. Holtz u. H. Reinwein, Z. Biol. 82, 278 [1924]. 

2 F. Holtz, Z. Biol. 81, 65 [1924]. 

3D. Ackermann u. P. H. List, diese Z. 308, 274 [1957]. 

4D. Ackermann u. P. H. List, diese Z. 808, 270 [1957]; 309, 286 [1957]; 
817, 78 [1957]; 818, 281 [1960]. 

5 D. Ackermann, P. H. List u. H. G. MenBen, diese Z. 312, 210 [1958]. 

6 Y. Murayama u. J. Aoyama, J. pharmac. Soc. Japan [Yakugakuzasshi] 
1922, Nr. 484, 5. (Chem. Zbl. 1922 ITY, 928). 

? K. Morizawa, Acta Scholae med. Univ. Imp. Kioto 9, 285 [1927], (Chem. 
Zbl. 1928, IT, 2479). 

8 D. Ackermann u. H. G. MenBen, diese Z. 317, 144 [1959]. 

® H. G. MenBen, diese Z. 318, 59 [1960]. 

10 N. v. Thoai, J. Roche u. Y. Robin, Biochim. biophysica Acta [Amster- 
dam] 11, 403 [1953]; 18, 533 [1954]. 

11D. Ackermann, diese Z. 299, 186 [1954]. 

12 C. J. Weber, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 32, 172, 7602 [1934/35]. 
13 —D. Ackermann, diese Z. 239, 231 [1936]. 
14 A. Kossel, diese Z. 66, 257 [1910]. 
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Heringstestikeln!®, bei Geodia gigas**, Velella spirans!*, Eledone moscha- 
ta1?, Octopus vulgaris!®, Arion empiricorum®, Sepia officinalis, Pecten 
maximus, Mytilis edulis'® und schlieBlich in Cancer pagurus, Carcinides 
moenas und Maia squinado*®. 


Nicht isoliert werden konnten Glykokollbetain, Homarin und Tri- 
gonellin, die sich sonst in ziemlicher Verbreitung in der Tierwelt finden. 
Dagegen beobachteten wir das Auftreten zweier anderer Betaine, nim- 
lich Herzynin und Zooanemonin, das urspriinglich nur als Anemonin 
bezeichnet worden war. 


Herzynin, das Methylbetain des Histidins, konnte zum ersten Mal 
Kutscher#! in der belebten Natur aus Champignonextrakt isolieren. In 
der Tierwelt fand es sich zuerst in Limulus polyphemus”? und bald darauf 
im Ebersperma?’, in Rindererythrocyten™* und in Arion empiricorum**. 
Auch in Pilzen wie Boletus edulis®, Coprinus comatus®* und Polyporus 
sulphureus?? konnte Herzynin beobachtet werden. Wihrend im vorliegen- 
den Falle die Mengen des Herzynins nur zum papierchromatographischen 
Nachweis ausreichten, fand sich das bisher nur in der Aktinie Anemonia 
sulcata?® gefundene Zooanemonin, das Dimethylbetain der Imidazoly]- 
essigsiiure, sehr reichlich (5,5 g analysenreines Goldsalz aus 23,5 kg 
Pferdeschwamm aus verschiedenen Fraktionen). 


Die Muttersubstanz des Zooanemonins, dieImidazolylessigsaure, 
war daneben in kleiner Menge vorhanden. Sie ist bereits in Arion empiri- 
corum*™4 gefunden worden. Auch im Wirbeltierorganismus entsteht sie. 
So nach Injektion von Histamin?® im Harn von Ratten und Mausen, fer- 


15 H. Steudel u. K. Suzuki, diese Z. 127, 1 [1923]. 

16 F. Haurowitz u. H. Waelsch, diese Z. 161, 300 [1926]. 

17 PD. Ackermann u. M. Mohr, diese Z. 250, 249 [1937]. 

18 J. L. Irvin u. D. W. Wilson, J. biol. Chemistry 127, 365 [1939]. 

19 N. v. Thoai, J. Roche u. Y. Robin, Biochim. biophysica Acta [Amster- 
dam] 11, 403 [1953]. 

20 N. v. Thoai, J. Roche, Y. Robin u. N. v. Thiem, Biochim. biophysica 
Acta [Amsterdam] 11, 593 [1953]. 

21 Fr. Kutscher, Zbl. Physiologie 24, 775 [1910]. 

22 D. Ackermann u. P. H. List, diese Z. $18, 30 [1958]. 

23D. Ackermann, P. H. List u. H. G. MenBen, diese Z. 314, 33 [1959]. 

24D. Ackermann u. H. G. MenBen, diese Z. 318, 212 [1960]. 

25 C. Reuter, diese Z. 78, 167 [1912]. 

26 P. H. List, Arch. Pharmaz. Ber. dtsch. pharmaz. Ges. 291/68, 502 [1958]. 

27 P. H. List u. H. G. MenBen, Arch. Pharmaz. Ber. dtsch. pharmaz. Ges. 
292/64, 260 [1959]. 

28 D. Ackermann, diese Z. 295, 1 [1953]; 296,286 [1954]; D. Ackermann u. 
R. Janka, diese Z. 294, 93 [1953]; D. Ackermann u. P. H. List, diese Z. 318, 
281 [1960]. 

29 A. H. Mehler, H. Tabor u. H. Bauer, J. biol. Chemistry 197, 475 [1952]; 
H. Tabor, A. H. Mehler u. R. W. Schayer, ebenda 200, 605 [1935]; L. P. Bou- 
thillier u. M. Goddner, Arch. Biochem. Biophysics 44, 251 [1953]; R. W. 
Schayer, 30. Congress Internat. d’Allergolog. 19.—26. Okt. 1958, Seite 377; 
8. A. Karjala, J. Amer. chem. Soc. 77, 504 [1955]; H. Tabor u. O. Hyaishi, 
ebenda 77, 505 [1955]. 
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ner findet man sie im Harn von schwangeren und nicht schwangeren 
Frauen®® sowie pathologisch im Harn bei Urticaria pigmentosa und meta- 
stasierendem Carcinom*!. In der Katzenleber lie sich ein Ferment nach- 
weisen, das Histamin in die Imidazolylessigsiure verwandelt*?. In pflanz- 
lichem Material wurde Imidazolylessigsiure zuerst im Schwefelporling, 
Polyporus sulphureus?’? beobachtet, spiter auch im Coprinus atramen- 
tarius®, 

Auch andere Abbauprodukte des Histidins haben sich im Pferde- 
schwamm nachweisen lassen, nimlich [midazolylpropionsaure, 
Imidazolylmilchsiure und Imidazolylacrylsiure (= Urocanin- 
siiure). Die Imidazolylpropionsiure*! ist zuerst als bakterielles Abbau- 
produkt des Histidins neben Histamin bekannt geworden. Sie fand sich 
ferner in Arion empiricorum™* und Coprinus atramentarius*®, wihrend 
Imidazolylmilchsiure bisher nur in Arion empiricorum beobachtet werden 
konnte*4, 

Interessant war wieder das Auftreten der Imidazolylacrylsiure 
(Crocaninsiure), die allerdings nur in geringer Menge neben Cholin nach- 
gewiesen wurde, wihrend Cholin reichlich vorhanden war. Die Urocanin- 
siiure tritt ja auch als Ester des Cholins in Gestalt des Murexins*® auf 
und schon als sich in Arion empiricorum'®* deren beide Komponenten 
fanden aiuferten wir die Vermutung, da urspriinglich Murexin vorlag, 
das sehr empfindlich, besonders gegen alkalische Reaktion, im Laufe der 
Aufarbeitung aufgespalten sein konnte. So kann auch im Pferdeschwamm 
Murexin vermutet werden. 

Gleichfalls in Mengen, die nur papierchromatographisch erfaBbar 
waren, fand sich Histamin, das wir auch bei Alcyonium digitatum® be- 
obachtet haben. In iiberraschend groBen Mengen tritt es bei Geodia® auf, 
aus Pilzen lieB es sich ebenfalls isolieren*®. 

SchlieBlich ist uns ein Imidazolderivat begegnet, das wir seinerzeit 
im Riesenkieselschwamm! zuerst beobachteten und das sich nun im 
Pferdeschwamm erneut fand. Diese Base hat die Formel C,H,;N, und 
lieB sich an drei Stellen des Aufarbeitungsganges als analysenreines Gold- 
salz isolieren (insgesamt 1,64 g reines ‘Chloroaurat aus 23,5 kg Pferde- 
schwamm). Urspriinglich wurde hier Dimethylhistamin von uns vermutet, 
zu dem die Formel stimmt, um so mehr als die Pauly’sche Diazoreaktion 
intensiv positiv war. Diese Vermutung lie8 sich indessen nicht bestatigen, 
da keine (N)CH,-Gruppe nachweisbar war und das [R-Spektrum ein ganz 
anderes Bild gab als Dimethylhistamin. Die Substanz ist optisch inaktiv. 


30 K. S. Nilsson, R. W. Lindell, R. W. Schayer u. H. Westerling, 
Clin. Sci. 18, 313 [1959]. 

31 A. Hanson, Naturwissenschaften 44, 470 [1957]. 

32 Y. Kobayashi, Arch. Biochem. Biophysics 77, 275 [1958]; H. Tabor, 
J. biol. Chemistry 188, 125 [1951]. 

33 P. H. List u. H. Reith, diese Z. 819, 17 [1960]. 

34D. Ackermann, diese Z. 65, 504 [1910]. 

35 'V. Erspamer u. O. Benati, Biochem. Z. 324, 66 [1953]. 

36 P, H. List u. W. Hetzel, Planta medica, im Druck. 
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Weder eine CH,-Gruppe am Kohlenstoff, noch eine Aminogruppe lie8en 
sich nachweisen. 

Wir bezeichnen die Verbindung als Hippospongin und miissen die 
weitere Konstitutionsermittlung verschieben bis neues Material zur Ver- 
fiigung steht. Sicher diirfte es sich auch hier um ein Imidazolderivat 
handeln. 

In analysierbaren Mengen konnte Putrescin als Goldsalz gewonnen 
werden, eine Base, die bisher als Inhaltsstoff des Maikifers?’, der Seiden- 
raupen®®, der Seidenraupenpuppen®® und der Roten Wegschnecke!®4 
beobachtet worden war. 

An fliichtigen Basen gelang es, Dimethyl-, Trimethyl-, Athyl., 
[soamyl- und Propylamin papierchromatographisch und_papier- 
elektrophoretisch nachzuweisen. 

Ferner konnten Histidin als Pikrolonat und Lysin als Dichlor- 
hydrat isoliert werden. —~ 

Die Ausdehnung derartiger Untersuchungen auf zum Teil sehr ver- 
schiedene Tierarten ergibt naturgemif mancherlei Wiederholungen. Wie 
man aber wieder in der vorliegenden Arbeit sieht, kénnen diese Unter- 
suchungen immer noch zur Auffindung bisher unbekannter biologischer 
Stoffe oder auch zur Erweiterung seltener Befunde fiihren. 


Der Deutschen Forschungsgemeinschaft unddem Universitaétsbund 
Wiirzburg danken wir fir die gewahrte Sachbeihilfe, Herrn Apotheker Dr. R. 
Janka und Herrn A. Hochhauser fiir die schwierige Beschaffung des Ausgangs- 
materials. 


Beschreibung der Versuche* 
I. Papierchromatographie 


Es wurde immer absteigend chromatographiert unter Verwendung von Papier 
Schleicher & Schill 2043b Mgl. 
Lésungsmittel I: Propanol/Ameisenséure/Wasser 8:1:1, Papier gepuffert mit 
2proz. sek. Natriumphosphatlésung 
Lésungsmittel II: Butanol/Eisessig/Wasser 6:1:2 
Spriihreagenz I: Ninhydrinlésung 
Sprihreagenz II: Paulys Diazoreagenz 
Sprithreagenz III: Fearons Reagenz 
Sprithreagenz IV: Dragendorffs Reagenz 


II. Trennungsgang 


Die Pferdeschwimme, Hippospongia equina, wurden in den griechischen Ge- 
wassern bei der Halbinsel Volos gesammelt und in 95proz. Athanol konserviert. 
Nach AbgieBen des Konservierungsalkohols betrug das Gewicht 23,5 kg. Die zer- 
schnittenen und im Fleischwolf zerkleinerten Schwimme wurden in einer ausrei- 
chenden Menge Wasser bei essigsaurer Reaktion aufgekocht. Den Riickstand trenn- 
ten wir durch Kolieren und anschlieBendes Auspressen ab. Nach Vereinigung des 

37 D. Ackermann, diese Z. 71, 193 [1920]. 

38 PD. Ackermann, diese Z. 291, 169 [1952]. 

39 D. Ackermann, diese Z. 802, 87 [1955]. 

* Samtliche Analysen wurden von Dr. Ing. A. Schoeller, Kronach, ausge- 
fiihrt. 
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waBrigen Auszuges mit dem Konservierungsalkohol zeigte sich ein Bodensatz, den 
wir durch Zentrifugieren beseitigten. Die etwa 20 / betragende Fliissigkeit wurde 
nun mit Bleiacetatlésung fast véllig ausgefallt, die Bleifaillung abfiltriert und das 
Filtrat auf 4 1 eingeengt. Nach Entfernen des iiberschiissigen Bleis durch Schwefel- 
siure fallten wir bei etwa 5°, Schwefelsiuregehalt mit 11,5 7 Phosphorwolfram- 
siurelésung (500 g + 11 5 gew.-proz. Schwefelsiure) aus. Der Niederschlag 
wurde am anderen Tage auf groBen Nutschen abgesaugt und mehrmals mit 5proz. 
Schwefelsiure gewaschen. 

Aus dem Niederschlag erhielten wir durch Barytzersetzung eine Lésung der 
freien Basen, die stark eingeengt wurde. Um die fliichtigen Amine abzutrennen, 
fingen wir das Destillat iiber 2n HCl auf und behandelten es so, wie in einer friiheren 
Arbeit genau beschrieben worden ist*°. 


Fliichtige Basen 
Nach Einengen und Trocknen des salzsauren Destillates lieBen sich durch Auf- 
nehmen mit absol. Athanol 80 g Ammoniumchlorid abtrennen. Das alkoholische 
Filtrat lieferte beim Einengen einen krist. Riickstand, den wir papierchromato- 
graphisch und papierelektrophoretisch untersuchten. Dabei fanden wir neben 
authent. Vergleichsmaterial die in Tab. 1 angegebenen Verbindungen. 


Tab. 1. Papierchromatographische und _ elektrophoretische seieniediiiiiee der 
fliichtigen Basen. 














Papierchromatographie Elektrophorese 

Ry-Werte im Lésungsmittel Spriih- Wanderungsweg 
I I reagenz (cm) 
Dimethylamin. . . 0,48 0,38 I 13,7 
Athylamin .... 0,54 0,30 I 12,2 
n-Propylamin . . . 0,67 0,45 I 10,8 
Isoamylamin ... 0,77 0,78 I 9,5 
Trimethylamin . . 0,20 0,27 IV — 





Der Elektrophoretische Nachweis erfolgte in der Apparatur nach Wieland 
und Pfleiderer auf Papier von Macherey & Nagel 214. Puffer: Pyridin/Eisessig/ 
Wasser 9:1:90, 3;6,5. Laufzeit 3 Stdn. bei 500 Volt. Die Wanderungswege sind in 
Tab. 1 angegeben. Auf den elektrophoretischen Nachweis des Trimethylamins 
wurde verzichtet, da der papierchromatographische mit Dragendorffs Reagenz von 
Anfang an eindeutig war. 


Nichtflichtige Basen 


Die Lésung der nichtfliichtigen freien Basen wurde mit Schwefelséure schwach 
angesduert, weitgehend eingeengt und durch Ausfallen mit Methanol vom groBten 
Teil des Kaliumsulfats befreit. Nach Abdestillation des Methanols erhielten wir 
durch Fallen mit 20proz. Silbernitratlésung bei schwefelsaurer Reaktion eine ge- 
ringe Purinbasenfallung, die beiseite gestellt wurde. Nun wurde deren Filtrat 
mit iiberschiiss. Baryt und weiteren Mengen 20proz. Silbernitratlésung versetzt. 
Die so erhaltene Silberbarytfraktion (siehe auch Schema 1) fiihrten wir in be- 
kannter Weise in die freien Basen iiber und fallten sie mit Flaviansaure voéllig aus. 
Im Kihlschrank entstand ein dicker Niederschlag, der abgesaugt und getrocknet, 
9,5 g wog. Dieses Flavianat kristallisierten wir zweimal aus heiBem Wasser um und 
zerlegten es anschlieBend wie iiblich mit Baryt. Nach Einengen der freien Basen 
zum Sirup wurde mit wenig Salzsiure angesiuert und mit 30proz. Tetrachlorogold- 
(ITI)-siure ausgefallt. Wir erhielten eine sch6én kristallisierende Fallung vom Chloro- 
aurat des Hippospongins. Nach Umkristallisieren aus Salzsiure wurde eine kleine 


40 P. H. List u. H. G. MenBen, Arch. Pharmaz. Ber. dtsch. pharmaz. Ges, 
292/64, 21 [1959]. 
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Menge mit Silberpulver in das Hydrochlorid tibergefiihrt, das ebenfalls kristallin 
war und die Paulysche Diazoprobe gab. Papierchromatographisch und papier- 
elektrophoretisch war die Substanz einheitlich (vgl. Tab. 2). 


C,H,,;N,:2HAuCl, (819,1) Ber. C 10,25 H1,85 N5,13 Au 48,15 
Gef. C 10,87 H1,51 N5,14 Au 47,44 
Auch aus den Umkristallisationsmutterlaugen des Flavianates lieB sich nach Rei- 
nigung durch eine Pikrinsaurefallung das Goldsalz des Hippospongins rein gewinnen. 
Gef. C 10,07 H1,64 N5,02 Au 48,27 
Insgesamt konnten 1,64 g Hippospongin-chloroaurat isoliert werden. 


Tab. 2. Identifizierung der Basen in der Silberbarytfraktion. Papierchromatogra- 
phie: Lésungsmittelgemisch II. Elektrophorese: Papier Macherey & Nagel 214 in 
Pyridin/Eisessig/Wasser 9:1:90, »_6,5 bei 1200 Volt; Laufzeit wie angegeben. 






































Papierchromatographie “ata” 

Ry-Wert | Been: | (Stdn. —_? 
Hippospongin .... 0,13 II 2 12,5 
Agmatin. ...... 0,15 I+ It 2 20,0 
Glykocyamin. .... 0,20 Ill 1,5 3,5 
Piss: ss 0,08 II 1,5 6,0 
Histamin ...... 0,09 II 19,4 
Herzynin ...... 0,08 II +IV 1.5 — 
Imidazolylessigsiure . 0,32 II - 2,0 
Imidazolylpropionsaure 0,50 II 2,5 
APOMIN . i. ess 0,17 Til 1,5 16,0 
Imidazolylmilchsaure . 0,21 II 1,5 Dail 
Urocaninsfure .... 0,50 II 1,5 —0,5 
Guanidin ..... . 0,43 II — — 








In der ersten Mutterlauge dieses Goldsalzes fanden wir Agmatin, welches 
wir mit athanolischer Platinchloridlésung als Platinat analysierten. Nach Umkristal- 
lisieren aus 2n HCl zeigten sich 165 mg gut ausgebildeter Nadeln. Die Substanz war 
chromatographisch und elektrophoretisch rein und gab intensive Sakaguchi-Reak- 
tion (vgl. Tab. 2). 

C;H,,N,:H,PtCl, (540,2) Ber. C11,12 H2,99 N 10,37 Pt 36,14 

Gef. C11,29 H3,24 N 10,34 Pt 36,52 

Die erste Mutterlauge der Flaviansaurefallung wurde mit Baryt von der Fla- 
viansaure befreit und dann eingeengt. Aus dem Basensirup fallten wir mit Methanol 
515 mg freies Glykocyamin, das, umkristallisiert, rein war und die erwartete 
positive Sakaguchi-Probe gab. Papierchromatographische und elektrophoretische 
Identifizierung s. Tab. 2. 

C3H,N;0, (117,1) Ber. C 30,74 H6,02 Gef. C 30,78 H 5,87 
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Schema 1 


D. Ackermann und H. G. MenBen, 


Silberbarytfraktion 
| + Flaviansiure 
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Flavianat Filtrat zerlegt 
| + Methanol | 
zerlegt ane | 
+ HAuCl, | Niederschlag Filtrat von 
= = | Methanol befreit 
+ 1 + eed 
Chloroaurat Filtrat Glykocyamin li] 
HgsS0O, | 
| + Platin- | imei 
| chlorid | | 
Hippospongin Agmatin is | 
‘iaageieae iitmtaaceae™ = 
| { + 
waBr. Hopkins alkohol. Hopkins Hopkins- 
+ Pikrolonséure + Flaviansaure Filtrat 
| | | + auc, 
[_ =o. ee i aa | oe i 
| { | i i i 
Pikrolonat Filtrat Flavianat Filtrat | Chloroaurat Filtrat 
| | zerlegt 4 Guanidin 
zerlegt 4 ‘ 
| Arginin Imidazylmilchsaure 
1 
Histidin Histamin ’ 
Herzynin Urocaninsaure 


Imidazolylessigsaure 


Imidazolylpropionsaure 


Kinen Teil des freien Glykocyamins verwandelten wir in das Hydrochlorid. 


C,H,N,0,-HC1 (153,6) 


Ber. C 23,46 H 5,25 
Gef. C 23,35 


N 27,36 
H5,18 N 27,00 


Cl 23,09 
Cl 22,66 


Das Filtrat der Glykocyaminfallung wurde vom Methanol befreit und mit waBriger 
Hopkinslésung (HgSO, + H,SO,) vollig ausgefallt. Nach Abtrennung des Nieder- 
schlages am anderen Tag beseitigten wir das Quecksilber mit Schwefelwasserstoff 
und fallten mit viel waBriger Pikrolonsiurelésung. Der Niederschlag bestand aus 
Histidin-pikrolonat (63 mg); die Diazo-Reaktion war stark positiv. 

Im Filtrat dieser schwerléslichen Fallung konnten papierchromatographisch 
und papierelektrophoretisch neben authent. Vergleichsmaterial Histamin, Her - 
zynin, Imidazolylessigsiure und Imidazolylpropionsdure eindeutig 
nachgewiesen werden (vgl. Tab. 2). ‘. 

In das Filtrat der Quecksilberfaillung wurde viel Athanol gegeben und dann 
unter erneuter Zugabe von Hopkins-Lésung weiter ausgefallt. Die Basen dieser 
alkoholischen Quecksilbersulfatfallung lieBen sich iiberraschenderweise mit Flavian- 
siure fallen, obwohl sie urspriinglich aus der ersten Mutterlauge einer Flaviansiure- 
fallung stammten. Es zeigt sich hier wiederum, wie sich Substanzen gegenseitig in 


der Ausfallung behindern kénnen. 
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Wir erhielten 1 g eines Flavianates, aus dem sich durch Umkristallisieren aus 
viel heiBem Wasser 370 mg schwerlésliches Arginin-flavianat abscheiden lieBen. 
Die daraus gewonnene freie Base zeigte intensive Sakaguchi-Reaktion und war 
papierchromatographisch und papierelektrophoretisch rein (vgl. Tab. 2). 

In der Mutterlauge des Argininflavianates erschienen nach dem Einengen 
200 mg eines leichter loslichen Flavianates, das nach Zerlegung papierchromato- 
graphisch und papierelektrophoretisch gepriift wurde. Neben bereits festgesteilten 
diazopositiven Histidinderivaten fanden wir darin noch Imidazolylmilchsaure. 

Das Filtrat der Flavianatfallung zeigte wiederum das Vorhandensein bereits 
beobachteter Histidinabkémmlinge, daneben auBerdem Urocaninsaure. 

Aus dem Filtrat der athanolischen Quecksilbersulfatfallung lieBen sich 876 mg 
eines schwerléslichen, in lockeren makroskopischen Nadeln kristallisierenden oran - 
gefarbenen Chloroaurats isolieren. Es war mit Zooanemonin verunreinigt und alle 
Versuche, es véllig rein zu erhalten, scheiterten. 

In dem Filtrat dieses Goldsalzes beobachteten wir Guanidin. 

Die sogenannte Lysinfraktion (siehe Schema 2) wurde aus dem Filtrat der 
Silberbarytfallung durch Beseitigung des Bariums mit Schwefelsiure und des 
Silbers mit Schwefelwasserstoff gewonnen. Es schloB sich eine Fallung mit Phos- 
phorwolframsaure an, deren Niederschlag solange mit 5proz. Schwefelsiure auf der 
Nutsche gewaschen wurde, bis das Filtrat keine Reaktion auf Salpetersiure gab. 

Aus der Fallung wurden die freien Basen in bekannter Weise gewonnen 
und dann mit Flaviansiure ausgefallt. Das Flavianat wog 7,7 g und enthielt noch 
verunreinigtes Putrescin, das sich als Goldsalz isolieren und durch Umkrista llisie- 
ren reinigen lieB. 


C,H,.N,-2HAuCl, (768,2) Ber. C6,25 H1,84 N3,65 Au 51,34 
Gef. C6,33 H2,12 N3,74 Au51,26 


C,H,,N,-2HAuCl, + 2H,O Ber. H,O 4,48 Gef. H,O 4,44 











Schema 2 
Lysinfraktion 
| + Flaviansaure 
! 
a 
Flavianat zerlegt Filtrat, Ca*® entfernt, zerlegt 
| + HAucl, + Pikrinsiure | 
Putrescin \ 
+ Dipikrylaminmagnesium Lysin 
| 
| 
— 
+ 
Fallung zerlegt Filtrat 
+ Reineckesalz | Zooanemonin 
a | 
| 
alkal. Reineckat saures Reineckat 
| { 


Cholin Zooanemonin 
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Die Mutterlauge des Flavianates wurde in eine Lésung der freien Basen verwandelt 
und muBte von beigemengtem Calcium befreit werden. Jetzt gelang es, durch Fal- 
lung mit Pikrinsiure 1,27 g Lysin-pikrat zu isolieren, das wir in das Dihydro- 
chlorid iiberfiihrten. 


C,H,,N,0,:2HCI (219,1) Ber. C 32,89 H7,36 N 12,79 
Gef. C 32,97 H7,20 N12,77 




























Aus der Mutterlauge des Pikrates wurden die Basen mit Dipikrylaminmagne- 
sium gefallt, wobei 12 g einer Fallung entstanden, die nach Liésen in Aceton mit 
Schwefelsiure vom gréBten Teil des Dipikrylamins befreit wurden. Das Filtrat ent- 
farbten wir mit Tierkohle und setzten Baryt in Uberschu$ hinzu. Durch Einleiten 
von Kohlensaure wurde auBer dem iiberschiiss. Baryt auch das Magnesium beseitigt. 
Mit Reineckesalz konnten wir nun bei ammoniakalischer und saurer Reaktion eine 
weitere Auftrennung erzielen. 


Aus der alkalischen Reineckatfallung wurde Cholin als Goldsalz isoliert. 


C;H,,NO-AuCl, (443,1) Ber. C 13,54 H3,18 N3,17 
Gef. C 13,99 H3,26 N3,29 


Die saure Reineckatfallung enthielt Zooanemonin, das ebenfalls als Chloro- 
aurat zur Analyse kam (3,4 g). 


C,H, )N.0,.-HAuCl, (494,2) 
Ber. C0'17,01 H 2,24 N 5,67 Au 39,90 
Gef. C 17,28; 17,36 H 2,41; 2,35 N 5,77; 5,63 Au 39,63; 39,66 


Eine weitere Menge Zooanemonin fand sich in der Mutterlauge der Dipikryl- 
aminfallung und wog als Goldsalz 2,2 g, so daB insgesamt 5,6 g isoliert wurden. 
Dieses Chloroaurat verwandelten wir nun mit molekularem Silber in das Hydro- 
chlorid und brachten es zur Analyse. 


C,H,,N,0.*HCl (190,6) 
Ber. (44,10 H5,82 N14,69 (118,60 (N)CH, 15,77 
Gef. 44,16 H5,51 N14,51 (118,15 (N)CH, 12,95 


Die Werte fiir (N)CH,-Bestimmungen fallen erfahrungsgema8 immer etwas zu 
niedrig aus. 

Die Diazoreaktion war negativ, eine optische Drehung konnte nicht festge- 
stellt werden. Wie fiir Betaine charakteristisch, reagierte die Lésung des Hydro- 
chlorides kongosauer und gab eine Fallung mit Hexacyanoferrat(IT1) nach Réder". 


Zusammenfassung 


Aus dem Pferdeschwamm, Hippospongia equina, konnten Zooane- 
monin, Hippospongin, Glykocyamin, Agmatin, Putrescin, 
Lysin und Cholin isoliert werden. 

Daneben wurden papierchromatographisch und papierelektrophore- 
tisch Histidin, Histamin, Herzynin, Imidazolyl-essigsaure, 
-propionsiure, -milchsaiure und -acrylsiure (Urocaninsiure), 
Guanidin, Dimethylamin, Trimethylamin, Athylamin, Pro- 
pylamin und Isoamylamin nachgewiesen. 


41 G. Réder, Ber. dtsch. chem. Ges. 46, 3724 [1913]. 
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Summary 

Zooanemonine, hippospongine, glycocyamine, agmatine, putrescine, 
lysine and choline have been isolated from the sponge Hippospongia 
equina. 

Histidine, histamine, hercynine, imidazolyl-acetic acid, -propionic 
acid, -lactic acid and -acrylic acid (urocanic acid), guanidine, dimethyl- 
amine, trimethylamine, ethylamine, propylamine and isoamylamine were 
demonstrated by paper chromatography and paper electrophoresis. 


Professor Dr. D. Ackermann, Physiologisch-Chemisches Institut der Universi- 
tat, Wirzburg, Koellikerstr. 2. 











Uber die Léslichkeit von feinkérnigen Calciumcarbonaten 
in Formamid 


Von 
H.-J. Einbrodt und W. Stéber 


Aus der Arbeitsgemeinschaft Silikoseforschung an der Medizinischen Forschungsanstalt der Max- 
Planck-Gesellschaft, Géttingen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 2. September 1960) 


Herrn Professor Dr. Dr. Friedrich Timm zum 65. Geburtstag gewidmet 


Wie schon friiher mitgeteilt wurde!, gehen feinkérnige Suspensionen 
von Apatit* in Formamid bei 135 ° kaum in Lésung. Nach 48Stdn. werden 
von 500 mg Apatit erst 0,4 mg Ca = 1,0 mg Apatit oder 0,2% der Ein- 
waage im iiberstehenden Formamid (25 m/) gefunden. 

In entsprechender Versuchsanordnung wurden jetzt Calcit, Aragonit 
und Dolomit sowie gefilltes Calciumcarbonat (p. a. Merck) untersucht. 
Die Mineralien** wurden hierfiir im Achatmorser zerkleinert, bis die 
PartikelgréBe, ebenso wie bei dem Merckschen Fillungsprodukt, im 
KorngréBenbereich von 3—10y lag. Die Reinheitsanalyse der ver- 
wendeten Substanzen ergab fiir 

Aragonit: 100,0% CaCO, Dolomit: 278% CaCO, 
Caleit: 99,3% CaCO, * 33,0% MgCO, 
Calciumcarbonat, gefallt (p. a. Merck): 100,0°% CaCO, 

Alle Proben verhielten sich im Lisungsversuch praktisch gleich. Es 
soll daher hier nur der Versuch mit gefilltem Calciumcarbonat wieder- 
gegeben werden. 


Jeweils 100,0 mg gefalltes Calciumcarbonat wurden in 50 ml frisch destilliertem 
Formamid auf 135° erhitzt; das dann im Formamid geléste Calcium wurde nach 
verschiedenen Erhitzungszeiten komplexometrisch bestimmt? (Indikator Eriochrom- 
blau). Die Titration erfolgte mit Komplexon-III-Lésung. 


Bereits nach 24 Stdn. konnten etwa 80°% der eingesetzten Calcium - 
menge im Formamid gelést wiedergefunden werden. Nach 48—72 Stdn. 
war das eingesetzte Calcium vollstiindig gelést. Die obere Kurve in 
Abb. 1 zeigt den zeitlichen Verlauf des Auflésungsvorgangs. 

Beim Erhitzen des Formamids auf 135° entwichen bei den einzelnen 
Versuchen in Gegenwart von Calciumcarbonat stets Substanzen, die am 


* Apatit: [Cas(PO,),.],- Ca(OH), aus Bamle in Norwegen. 
** Bezogen von der Firma Dr. F. Krantz, Rheinisches Mineralienkontor, 
Bonn a. Rh. 
1 H.-J. Einbrodt, Pécsi Szénbanydszati Trészt, Pécs/Ungarn (1959); 
H.-J. Einbrodt, Kisérletes Orvostudomany, Budapest (im Druck). 
2 G. Schwarzenbach, Die komplexometrische Titration, Chemische Analyse, 
Bd. 45, Ferdinand Enke Verlag, Stuttgart 1957. 
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Steigrohr mit der Luftfeuchtigkeit einen weiben hygroskopischen 
Niederschlag gaben, der als Ammoniumcarbonat, verunreinigt mit 
Ammoniumcearbaminat, identifiziert werden konnte. Es wurde daher 
angenommen, dai sich beim Erhitzen des Formamids bei 135° teilweise 
Ammoniumformiat bildet, durch das die Auflésung des Calciumcarbonats 
bewirkt wird, indem es sich mit letzterem unter Entweichen von Ammo- 
niak und Kohlendioxyd zum Calciumformiat umsetzt, das in Lésung 
bleibt. 
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Abb. 1 Abb. 2 


Abb. 1. Auflésung von gefalltem Calciumcarbonat (p. a. Merck) bei 135° in reinem 
Formamid (obere Kurve) und unter Zusatz tierischen Gewebes (untere Kurve). 


Abb. 2. Auflésung von gefalltem Calciumcarbonat (p. a. Merck) bei 135° unter 

Zusatz von Ammoniumformiat in verschiedenen Konzentrationen: 2%, (@), 4% (9) 

bzw. 8% (O) Ammoniumformiat in Formamid. Die eingetragenen Kurven sind 
nach Gleichung 5 berechnet. 


Ordinaten: °% der CaCO,-Einwaage in Lésung. 

Wenn diese Vorstellung richtig ist, so muB durch Ammoniumformiat, 
das gleich zu Beginn des Versuchs dem Formamid zugesetzt wird, die 
Auflésung des Calciumearbonats beschleunigt werden. Nach den durch- 
gefiihrten Versuchen ist das tatsichlich der Fall. 

Unter Benutzung von 2-, 4- und 8proz. Lésungen von Ammonium- 
formiat in Formamid konnte die Auflésungsgeschwindigkeit unter den 
beschriebenen Versuchsbedingungen successive betrichtlich erhéht wer- 
den. Abb. 2 gibt die in Abhingigkeit von der Zeit gemessenen Werte 
wieder. 

Der Verlauf der Kurven kann mit theoretischen Vorstellungen tiber 
den Auflésungsmechanismus in Einklang gebracht werden: Ist r der 
Radius der (einheitlich gedachten) Calciumcarbonat-Partikeln, 0 ihre 
Dichte und N ihre Anzahlim Volumen J, so gilt fiir den Konzentrations- 
anstieg: 

dc No 4ar* dr 
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Andererseits gilt niherungsweise mit der Ammoniumformiat-Kon- 
zentration cr und der Geschwindigkeitskonstanten k 

2 
de we Nk 4ar — . (2) 


dt y 


wenn man die Konzentrationsverminderung des Ammoniumformiats 
durch die Reaktion, wie es unter den gewihlten Versuchsdimensionen 
zulissig ist, vernachlissigt. Durch Gleichsetzen der beiden Differential- 
gleichungen erhalt man unter Beriicksichtigung der Anfangsbedingungen 





r=f)— - t (3) 
und mit 
_ 12 
te = 7,’ (4) 


wobei ¢, die Zeit bedeutet, nach der das Calciumcarbonat vollstindig 
gelést ist, als Lésung der Differentialgleichungen fiir die Konzentration 
relativ zur maximal méglichen Konzentration 
2 3 
ete) le): ©) 

Die Wiedergabe der berechneten Kurven in Abb. 2 zeigt eine im 
Hinblick auf die Vereinfachungen bei der Ableitung befriedigende Uber- 
einstimmung mit den MeBpunkten. Wendet man das Ergebnis auf die 
Calciumcarbonat-Auflésung im reinen Formamid an, so verliuft die 
Auflésung so, als wenn sich nach einem kurzen Anlaufvorgang eine 
konstante Konzentration von etwa 1% Ammoniumformiat einstellen 
wiirde. Die obere Kurve in Abbildung 1 entspricht dieser Annahme. Mit 
groBer Wahrscheinlichkeit liuft also die Auflésung der Calciumcarbonate 
iiber eine Umsetzung mit Ammoniumformiat ab. 

Diese Vorstellung erméglicht auch die Deutung anderer experimen- 
teller Befunde. Obwohl namlich einerseits an der festgestellten quantita- 
tiven Auflésung von Calciumcarbonaten in reinem Formamid bei 135° 
nicht zu zweifeln ist, kann man andererseits beim Formamid-Aufschlui 
von Lungen® Calciumcarbonat neben anderen Staubpartikeln isolieren. 
Durch Wiederholung der schon beschriebenen Versuche unter Zusatz 
tierischen Gewebes konnte dieser Befund auch in quantitativer Hinsicht 
praktisch in vollem Umfange bestiitigt werden. 

Zu jeweils 100 mg Calciumcarbonat wurde dabei 1,0 g gepulverte 
Kalbslunge gegeben, die iiber Aceton und Ather getrocknet worden war. 
is zeigte sich, daf unter diesen Bedingungen vom gefillten Calcium- 
carbonat nur noch sehr wenig Calcium in Lésung ging. Nach 24 Stdn. 


3 K. Thomas und H. Stegemann, Beitr. Silikoseforsch., Heft 28, 1 [1954]. 
H.-J. Einbrodt, ebenda, Heft 52, 17 [1958]. 
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konnten nur 5% der Einwaage im Formamid gelést wiedergefunden wer- 
den. Nach 120 Stdn. waren es 14%. Calcit und Dolomit verhielten sich 
ihnlich. Beim Aragonit war die Léslichkeit in Gegenwart des Kalbs- 
lungengewebes noch geringer; sie betrug nach 48 Stdn. erst 1°, der EKin- 
waage. 

Beim Calcit wurde auch das Kristallgitter réntgenographisch kon- 
trolliert. Nach 48stiindiger Formamideinwirkung unter Zusatz von 
Kalbslunge ergaben sich keine Verinderungen. Die untere Kurve in 
Abb. 1 gibt die in Abhingigkeit von der Zeit aufgeléste Menge des ge- 
fillten Calciumcarbonats im Formamid unter Zusatz von Kalbslunge 
wieder. 

Das unterschiedliche Léslichkeitsverhalten der Calciumcarbonate bei 
reinem Formamid auf der einen und bei zugesetztem tierischem Gewebe 
auf der anderen Seite li8t sich dadurch erklaren, daB beim Zusatz tieri- 
schen Gewebes durch den Formamid-Aufschlu8 aus dem EiweifB Peptide 
frei werden, die unter Bildung von Formylverbindungen’t das Ammo- 
niumformiat abfangen, so daB es fiir die Auflésung des Calciumcarbonats 
nicht zur Verfiigung steht. 

Aus tierischen Geweben kénnen also sogenannte ,,Verkalkungen‘‘ 
mit Formamid wegen der Unterbindung der Calciumcarbonat-Zersetzung 
durch freiwerdende Peptide tatsichlich praktisch verlustlos und unver- 
iindert isoliert werden. Andererseits kann man in einem anorganischen 
Pulvergemisch von Calciumphosphat (Apatit) und Calciumcarbonat 
(Aragonit, Calcit) das Phosphat dadurch isolieren, daB man mit Form- 
amid die Calciumcarbonate unter Zersetzung in Lésung bringt. Durch- 
gefiihrte Versuche an solchen Pulvergemischen bestiitigen, da diese 
Isolierungen gut durchfiihrbar sind. 


Die Untersuchungen wurden mit dankenswerter Unterstiitzung der Berg bau- 
berufsgenossenschaft in Bochum und der Hohen Behérde der Euro- 
paischen Gemeinschaft fiir Kohle und Stahl in Luxemburg durchge- 
fihrt. Bei den Analysen waren Fraulein E.Griinefeld und Herr J. Fitzek 
beteiligt. 


Zusammenfassung 


Am Formamid wurde die Auflésung von verschiedenen Calcium- 
carbonatpulvern mit einem Korngréfenbereich von 3—10y bei 135° 
untersucht. Bei dieser Temperatur werden die Calciumcarbonate durch 
das aus der teilweisen Zersetzung des Formamids entstehende Ammo- 
niumformiat nach etwa 2 bis 3 Tagen quantitativ in Lésung gebracht. 
In Gegenwart von tierischen Geweben wird dagegen das Ammonium- 
formiat bei der Formylierung der durch Formamidolyse entstehenden 
Peptide verbraucht und die Auflésung des Calciumcarbonats weitgehend 
unterdriickt. 


4 H. Stegemann, diese Z. 319, 64 [1960]. 
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Summary 


The solubilisation by formamide, of various types of calcium car- 
bonate, with particle sizes of 3—10y, has been investigated at 135°. 
At this temperature, the ammonium formate, formed by the partial 
decomposition of the formamide, dissolves the calcium carbonate quan- 


titatively in 2 to 3 days. 
Animal tissue suppresses the solubilisation of the calcium carbonate, 


because the ammonium formate is used up in the formylation of peptides, 
produced by formamide lysis of the tissue. 


Dr. H.-J. Einbrodt, Arbeitsgemeinschaft Silikoseforschung, Medizinische 
Forschungsanstalt, Gottingen, BunsenstraBe 10. 
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Der Stoffwechsel geschadigter Gewebe, XII- 


Mitochondrien und Nucleinsaiuren in den 
Zellfraktionen der Leber CCl,-geschadigter Mause * 


Von 


Hans Bornig, Giinter Richter und Horst Frunder 


Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitat Jena 


(Der Schriftleitung zugegangen am 19. Juli 1960) 


In einer friiheren Mitteilung? wurde gefunden, da nach einer CCl,- 
Schiidigung der RNA-Gehalt der Leber abnimmt. Es war nun von Inter- 
esse festzustellen, aus welchen Zellfraktionen die verlorengegangene RNA 
stammt und welche Zellstrukturen primir von einer CCl,-Schidigung 
betroffen werden. Aus unseren friiheren Befunden** und denen der Lite- 
ratur® war anzunehmen, da primiir die Mitochondrien geschidigt wer- 
den. Der friihzeitige Verlust von RNA bei einer CCl,-Schidigung, der 
auch von anderen Autoren® beschrieben wurde, liBt sich jedoch nicht 
allein durch eine Mitochondrienalteration erkliren. Die verlorengegan- 
gene RNA kann nimlich infolge des niedrigen RNA-Gehaltes der Mito- 
chondrien nicht aus diesen stammen. Es miissen daher auch andere Zell- 
strukturen, besonders die Mikrosomen, friihzeitig von der CCl ,-Schiadi- 
gung betroffen werden. In der vorliegenden Arbeit wird gezeigt, daB es 
2 Stdn. nach einer CCl,-Schidigung zu Veriinderungen an den Kernen, 
Mitochondrien und Mikrosomen kommt. 





* Folgende Abkiirzungen werden verwendet: RNA = Ribonucleinsaure, 
DNA = Desoxyribonucleinsiure; AMP, ADP, ATP = Adenosin-mono-, -di-, 
triphosphat, EDTA = Athylendiamin-tetraacetat. 

1 XI. Mitteil.: K. Thielmann, H. Frunder, G. Richter u. H. Bornig, 
diese Z. 320, 58 [1960]. 

2 V. Mitteil.:G. Richter, H. Frunderu. H. Boérnig, diese Z. 310, 249 [1958 ]. 

3 TI. Mitteil.: H. Frunder, W. Fischer u. H. Bérnig, diese Z. 306, 112 
[1956]. 

4 TIT. Mitteil.: H. Frunder, H. Bornig, G. Richter u. K. Stade, diese Z. 
307, 161 [1957]. 

5 G.S. Christie u. J. D. Judah, Proc. Roy. Soc. [London], Ser. B 142, 241 
[1954]; M.N. Dianzani, Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 14, 514 [1954]; 
17, 391 [1955]; Biochem. J. 65, 116 [1957]; E.H. Leduc u. J. W. Wilson, 
A.M. A. Arch. Pathol. 65, 147 [1958]. 

6 D. K. Kasbekar, D. V. Rege u. A. Sreenivasan, Nature [London] 178, 
989 [1956]; G. Bertelli, Medicine [Parma] 7, 347 [1957]. 
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Methodik 


Versuchstiere waren 16—18g schwere weife Mause. Sie wurden mit 
Standardfutterkuchen und Wasser ad libitum ernahrt. Zur Erzeugung des CCl,- 
Schadens bekamen die Tiere wie friiher* 0,45 m/ einer Mischung aus 1 ml CCl, + 
7 ml Pflanzen6! 2 Stdn. vor dem Versuch intraperitoneal. Im Kaltelabor (0°) wurde 
unter Athernarkose der Bauchraum eréffnet und die Leber von der Vena portae 
aus mit 5 bis 10 ml eiskalter 0,25m Lésung von gereinigtem Rohrzucker (s. u.) unter 
maBigem Druck mit einer Ganzglas-Spritze perfundiert. Zur besseren Entblutung 
der Leber durchtrennten wir wahrend der Perfusion die Vena cava caudalis. Die 
perfundierte Leber wurde schnell und schonend herausprapariert, mehrmals nach- 
einander in eiskaltem Wasser und einmal in 0,25m Rohrzucker kurz gespiilt und 
mindestens 3 Min. in eiskalter 0,25m Rohrzuckerlésung zur vollstandigen Durch- 
kiihlung aufbewahrt. Fiir jeden Versuch wurden 4 perfundierte Lebern (etwa 
3,5—4 g Leberfrischgewicht), die von Gallenblase und periportalen Bindegewebs- 
anteilen befreit waren, in einem Glashomogenisator mit Plexiglasstempel unter 
Kiskiihlung wie folgt homogenisiert: Die 4 Lebern wurden im Homogenisator 
mit 20 ml gereinigter 0,25m Rohrzuckerlésung mit dem Stempel per Hand grob 
zerkleinert und anschlieBend 12mal je 15 Sek. (= 3 Min. insgesamt) mit 600 bis 
800 U./Min. weiterhomogenisiert, wobei zwischen jedem Homogenisierungsschritt 
30 Sek. Pause eingelegt wurde. Dadurch war es méglich, die Temperatur im 
Homogenat standig auf 0° zu halten. Um beim Homogenisieren weitgehend anaerobe 
Verhaltnisse zu schaffen, begasten wir das Homogenisierungsgut ‘im abgedeckten 
Homogenisator laufend mit gewaschenem Bombenstickstoff (alkalisches Dithionit, 
konz. Schwefelsaure, 30 proz. Natronlauge und Wasser). Das so erhaltene Homogenat 
wurde mit weiteren 20 ml Rohrzuckerlésung verdiinnt und gut gemischt. 

Zur Fraktionierung wurden 30 mi des fertigen Homogenates (H) in einem 
siliconisierten Zentrifagenbecher (etwa 70 mil Vol.) mit Stickstoff begast, ohne die 
Fliissigkeit zu durchperlen. Der Becher wurde anschlieBend mit einem festsitzenden 
Metalldeckel verschlossen. Die Fraktionierung erfolgte in der Kihlzentrifuge 
,, Universal Rapid‘ (M. Christ, Osterode) mit Winkelrotor 9010. Die Kernfraktion 
wurde 5 Min. bei 600 x g (Angaben stets auf Becherboden bezogen) abzentrifugiert. 
Der Niederschlag wurde zum Waschen in einem Handhomogenisator nach Dounce? 
mit locker sitzendem Stempel in wenig 0,25m Rohrzucker durch 5 St6Be rehomo- 
genisiert. Das Volumen der Rehomogenisierungs- und Spiilfliissigkeit zusammen 
betrug 17 ml. Rezentrifugiert wurde 5 Min. bei 800 » g. Der erhaltene Uberstand 
wurde mit dem Uberstand der ersten Zentrifugation vereinigt und anschlieBend 
9 Min. bei 9000 x g zentrifugiert. Der feste Niederschlag wurde wie der Kern- 
niederschlag mit insgesamt 7 ml Rohrzuckerlésung gewaschen und erneut 9 Min. 
bei 9000 x grezentrifugiert. Dieser Niederschlag ist im folgenden als Mitochondrien- 
fraktion (M,) bezeichnet. Zentrifugation der vereinten Ubersténde 8 Min. bei 
20 000 x g ergab die Mitochondrien-Mikrosomen-Mischfraktion (M,). Die Mikro- 
somenfraktion (Ms) wurde aus dem M,-Uberstand durch 90 Min. Zentrifugation 
bei 40 000 x g gewonnen. Der verbleibende Uberstand ist die Wberstandsfraktion 
(C). — Samtliche Fraktionen waren vor dem Zentrifugieren mit Stickstoff begast 
und die Zentrifugenbecher, wie beim Homogenat angegeben, verschlossen worden. 
Die rehomogenisierten Niederschlage wurden mit 0,25m Rohrzucker auf 30 ml End- 
volumen aufgefiillt, die Fraktion U auf 100 ml. — Die Temperatur im Zentrifugier- 
gut betrug bei allen Zentrifugationen 0° bis + 2°. 

Der Prozentsatz nicht aufgeschlossener Zellen wurde an Hamatoxylin-Eosin- 
gefarbten Homogenatausstrichen beurteilt. Die Zahl der nicht aufgeschlossenen 
Zellen pro 500 Kerne wurde ermittelt. Sie war kleiner als 5°;,. Daher wurde keine 
Korrektur fiir unaufgeschlossene Zellen in der Kernfraktion angebracht. Zur 
selamnenaiiiiies der Kernzahl verdiinnten wir 1 ml Homogenat bzw. 1 ml der auf 


7 A. L. Dounce, R. F. Witter, J. K. Montey, 8S. Pate u. M. A. Cottone, 
J. biophys. biochem. Cytol. 1, 139 [1955]. 
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30 ml aufgefiillten Kernfraktion mit 9 ml 45 proz. Essigsiure im Handhomogenisator. 
Ein Zusatz von Kernfarbstoffen ist nicht erforderlich. In einer Thoma-Zahlkammer 
mit 0,1 mm Kammerhéhe wurde jeweils das gesamte Kammerquadrat von 1 mm? 
ausgezahlt. Der Mittelwert aus 8—10 Kammerfiillungen diente zur Berechnung. 
Die Mitochondrienzahlung erfolgte im Kaltelabor modifiziert nach Allard 
und Mitarbeitern®. Durch Zusatz von 1,8m Rohrzucker wurde die dazu notwendige 
Verdiinnung erreicht. Jeweils 0,1 ml des Homogenates bzw. der aufgefiillten Frak- 
tionen wurden mit den in Tab. 1 angegebenen m/ 1,8m Rohrzucker verdiinnt. 
Nach Auffiillen der jeweiligen Fraktion wurde sofort mit dem Phasenkontrast- 
mikroskop (Lumipan, VEB Carl Zeiss, Jena) mit Olimmersion 90 und Okular 10 
oder 15 gezahlt. Als Zahlkammer diente eine Thoma-Kammer mit 0,02 mm Kammer- 
héhe (VEB Optische Feinwerkstatten, Jena). Zwei Untersucher zahlten in minde- 
stens 2 Kammerfiillungen jeweils 10 kleine Quadrate zu je 0,0025 mm? aus. Bei der 
angegebenen Verdiinnung sind pro Quadrat 10—25 Mitochondrien sichtbar. 


Zur Zihlung der schwellbaren Mitochondrien wurden jeweils 2 ml des 
Homogenates bzw. der Zellfraktionen mit 2 ml bidest. Wasser verdiinnt und genau 
30 Min. bei Zimmertemperatur stehengelassen. 0,1 ml dieser Verdiinnung wurde 
mit den in Tab. 1 angegebenen ml 1,8m Rohrzucker weiter verdiinnt und sofort 
wie die Mitochondrien, jedoch bei Zimmertemperatur, gezahlt. 





Tab. 1. Milliliter 1,8m Rohrzucker, welche die zur Zahlung der Mitochondrien bzw. 
schwellbaren Mitochondrien notwendige Verdiinnung ergeben (siehe Text). 




















Fraktion Hyorma | Hon, | K | Mi | Me | Ms 
Mitochondrien. ...... 4,9 9,9 0,9 2,4 2.4 0,9 
schwellbare Mitochondrien . 1,9 1,9 0,9 0,9 0,9 0,9 





Zur elektronenoptischen Untersuchung wurden die einzelnen Frak- 
tionen nach Palade® prapariert und im Elektronenmikroskop Elmi-C (VEB 
Carl Zeiss, Jena) bei einer Strahlspannung von 40 kV ausgewertet. 


Den zur Fraktionierung verwendeten Rohrzucker,,reinst* reinigten wir durch 
zweimaliges Umfallen in frisch dest. Methanol. Die erste Umfallung erfolgte mit 
1 mg EDTA pro ml Lésungswasser. Die frisch hergestellte 0,25m Rohrzuckerlésung 
wurde durch eine Porzellanfritte G 4 filtriert und dann iiber eine frisch regenerierte 
Mischaustauscherséule von Amberlite IR 45 und Amberlite IR 120 (2:1) gegeben. 
Der so gereinigte Rohrzucker ist in Polyaéthylenflaschen bei —20° eingefroren 
mindestens eine Woche verwendbar. Vor jedem Versuch wurde die eiskalte Rohr- 
zuckerlésung 10 Min. mit gewaschenem Bombenstickstoff durchstrémt. An Hand 
von refraktometrischen Konzentrationsbestimmungen konnte gesichert werden, daB 
durch das Passieren der Mischaustauschersiule keine Konzentrationsanderungen 
des Rohrzuckers auftreten. Von der Saule werden ebenfalls auch keine stickstoff- 
haltigen Verbindungen freigesetzt, die bei der Stickstoffbestimmung interferieren. 


Die Bestimmung des Stickstoffs im Homogenat und in den einzelnen 
aufgefiillten Fraktionen erfolgte nach Kjeldahl. Zur Berechnung der Stoff- 
konzentrationen bzw. der Kern- und Mitochondrienzahlen pro g Leberfrischgewicht 
wurde ein N-Gehalt von 30mg pro g Normalleber zugrunde gelegt. Zur Nucleinsaure- 
bestimmung wurden 5 m/ der aufgefiillten Fraktionen (bzw. 2 m/l Homogenat + 
3 ml Wasser) im Kaltelabor mit 1 ml 40proz. Trichloressigsiure enteiweiBt und 
5mal mit 5 ml eiskalter 5proz. Trichloressigsiure gewaschen. Auf die Entfernung 
der Lipoidfraktion wurde im Gegensatz zu frither? auf Grund der Untersuchungen 
von Venkataraman und Lowe!® verzichtet. 


8, Allard, R. Mathieu, G. de Lamirande u. A. Cantero, Cancer Res. 
12, 407 [1952]. 


pe, 9% G.E. Palade, J. exp. Medicine 95, 285 [1952]. 


10 P. V. Venkataraman u. C. U. Lowe, Biochem. J. 72, 430 [1959]. 
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Die Nucleinsaiurehydrolyse erfolgte 30 Min. im kochenden Wasserbad. 
DNA wurde im Hydrolysat mit p-Nitro-phenylhydrazin!! bestimmt. Als Stan- 
dard diente ein mit Alkohol umgefialltes!? kaiufliches DNA-Praparat (Schuchardt, 
Miinchen). RNA wurde kolorimetrisch mit p-Brom-phenylhydrazin-hydrochlorid™ 
bestimmt. Als Standard diente gereinigte!' kaufliche Hefenucleinsiure. Weiterhin 
wurden im Hydrolysat die Gesamt-Nucleinsiuren an Hand der Extinktion bei 
265 mu bestimmt?®. 

Die Trennung und Konzentrationsbestimmung der Adeninmononucleotide 
erfolgte durch Austauschchromatographie an Dowex 2 (Formiatform)!*. Zur Be- 
rechnung der Konzentrationen im Eluat wurde ein millimolarer Extinktions- 
koeffizient von 14,2 im sauren py-Bereich und 260 my benutzt. 

Die statistische Auswertung der Versuche erfolgte mit dem t-Test nach 
Fisher-Student. 


sriinde fiir die Festlegung der beschriebenen 
Versuchsbedingungen 
Um die Eignung der einzelnen Verfahren bei der beschriebenen 

Methodik zu priifen, wurden folgende Kriterien benutzt: 

1. Priifung des Prozentsatzes der aufgeschlossenen Zellen im 
angefiirbten Homogenatausstrich: siehe Methodik. 

2. Bestimmung der Kernzahl pro 30 mg Leber-N im Ausgangs- 
homogenat: Es sollte damit eine evtl. mégliche Zerst6rung von Zell- 
kernen wihrend des Homogenisierens erfait werden. Dazu muB die 
tatsichliche Kernzahl bekannt sein. Die in der Literatur fiir Ratten- 
leber angefiihrten Werte streuen jedoch betrichtlich (129 «10° 
Kerne/g Leber!’ bis 398 x10® Kerne/g Leber'’). Fiir die Méiuseleber 
fanden wir in der Literatur nur zwei Werte, die mit 215 x10® Kerne/g 
Leber!® und 385 x10® Kerne/g Leber?® (berechnet aus angegebenen 
Daten) ebenfalls stark streuen. Diese Schwankungen sind sicher ein- 
mal durch unterschiedliches Tiermaterial, zum anderen durch teil- 
weises Zerst6ren von Kernen wiihrend des Homogenisierens zu 
erkliren. 

3. Vollstindiges Wiederfinden der Kerne in der aufgefiillten 
Kernfraktion: Zu betrichtlichen Kernverlusten kann es weiter- 
hin kommen, wenn das zum Waschen und Auffiillen notwendige 
Rehomogenisieren der Kerne per Hand nicht sehr schonend erfolgt. 


1 J.M. Webb u. H. B. Levy, J. biol. Chemistry 213, 107 [1955]. 
 E.Chargaff in E.Chargaff u. J.N. Davidson, The Nucleic Acids 
Bd , I, S. 327—328, Academic Press, New York 1955. 
13 J. M. Webb, J. biol. Chemistry 221, 635 [1956]. 
4 KE. Chargaff, B. Magasanik, E. Vischer, C. Green, R. Dominger u. 
D. Elson, J. biol. Chemistry 186, 51 [1950]. 
15 J. M. Webb, J. biol. Chemistry 280, 1023 [1958]. 
16 H. Schmitz, R. B. Hurlbert u. V. R. Potter, J. biol. Chemistry 209, 
23, 41 [1954]. 
” (, Allard, G. de Lamirande u. A. Cantero, Cancer Res. 12, 580 [1952]. 
18 A.D. Bass, A. H. McArdle u. J. W. Grisham, Science [Washington | 
128, 372 [1956]. 
19 H.O. Yokoyama, M.E. Wilson, K.K.Tsuboi u. R. E. Stowell, 
Cancer Res. 18, 80 [1953]. 
20 C. E. Dunn, A. D. Bass u. A. H. McArdle, Exp. Cell Res. 14, 23 [1958]. 
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Zu niedrige Werte in der Kernfraktion kénnen auch dadurch zustande 
kommen, da Kerne in den zum Fiillen der Zihlkammern benutzten 
kapillaren Pipetten hangen bleiben*!. Dies 1iBt sich durch die Ver- 
wendung eines Glasstabes zum Fiillen der Kammern vermeiden. 


4. Kontrolle der Cytoplasmafraktionen auf Kern- und DNA- 
Verunreinigung. 


5. Ermittlung der Mitochondrienzahl pro 30 mg Leber-N im 
Ausgangshomogenat und ihre prozentuale Verteilung auf 
die einzelnen Zellfraktionen: Wir entschlossen uns, bei der Zih- 
lung der Mitochondrien ebenfalls zwischen sichtbaren Granula (= 
,,Mitochondrien‘‘) und schwellbaren Mitochondrien zu unterschei- 
den”, da bis jetzt noch keine sicheren Aussagen iiber die Natur der im 
Phasenkontrastmikroskep sichtbaren Partikeln gemacht werden 
kénnen. Einmal wird angenommen, daB die meisten”* oder sogar alle*4 
Mitochondrien in hypotonischer Lésung bzw. destilliertem Wasser 
schwellen. Zum anderen besteht die Ansicht, daB neben schwellbaren 
Mitochondrien nichtschwellbare*® und auch solche Partikeln existie- 
ren, die im Phasenmikroskop nicht sichtbar sind, aber elektronen- 
optisch typische Mitochondrienstruktur zeigen?®. Da das Maximum 
der Schwellung unter den angegebenen Bedingungen nach 10 Min. 
erreicht und in den folgenden 50 Min. keine signifikante Verinde- 
rung in der Zahl der schwellbaren Mitochondrien festzustellen war, 
wurde in allen Schwellungsversuchen eine Schwellungsdauer von 
30 Min. eingehalten. 


6. Bestimmung des RNA-Gehaltes pro mg N in den Cyto- 
plasmafraktionen: Die Verunreinigung der Mitochondrienfrak- 
tion durch Mikrosomen wurde durch den RNA-Gehalt pro mg Mito- 
chondrien-N bestimmt, der bei zanehmender Mikrosomenverunreini- 
gung sehr stark ansteigt. Wir fanden, da der RNA-Gehalt pro mg 
Mitochondrien-N auch durch Herabsetzen der g-Zahl von 5000 auf 
3000 und zweimaliges Waschen nicht unter 85 ug erniedrigt werden 
kann. Eine Alteration der Mikrosomen kann durch den RNA-Gehalt 
pro mg Mikrosomen-N erfaBt werden, denn er nimmt bei ungeeigneter 
Aufarbeitung ab. 


21. §. Albert, R.M.Johnson u. R.R.Wagshal, Science [Washington] 
121, 551 [1955]. 

22 A. T. Miller jr., D. M. Conoly, M. Gabriel u. M.S. Handy, Amer. J. 
Physiol. 197, 653 [1959]. 

23M. L. Watson u. P. Siekevitz, J. biophys. biochem. Cytol. 2, 639 
[1956]. 

4 KE. Shelton, W. C. Schneider u. M. J. Striebich, Exp. Cell Res. 4, 32 
[1953]; C. U. Lowe, D. Mackinney u. D. Sarkaria, J. biophys. biochem. Cytol. 
1, 237 [1955]. 

25 A. B. Novikoff, Symposia Soc. exp. Biol. 10, 92 [1957]. 

26 K. W. Dempsey, J. biophys. biochem. Cytol. 2, 305 [1956]; J. Harel u. 
C. Oberling, Brit. J. Cancer 8, 353 [1954]. 
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7. Elektronenoptische Kontrolle der einzelnen Fraktionen 


und 


8. Austauschchromatographische Bestimmung der Adenin- 
mononucleotide zur Kontrolle des Aufarbeitungsverfah- 
rens: Als scharfes Kriterium fiir unsachgemiifes Perfundieren und 
Homogenisieren sind die Adeninmononucleotide besonders geeignet. 
Schon geringe Alterationen fiihren zu einer Abnahme des ATP-Ge- 
haltes. Ein geeignetes Maf fiir den Umfang der Schidigung ist der 
Quotient ATP: ADP, da die Konzentration des ADP im Vergleich zu 
den Konzentrationen des AMP und ATP relativ konstant bleibt. Je 
nach dem Ausma} der Schiidigung erscheint das verlorengegangene 
ATP entweder als AMP oder in Fraktionen, die im normalen Aus- 
tauschchromatogramm nicht oder kaum vorhanden sind. 


Perfusion ; 

Bei der hier verwendeten Perfusionstechnik wird der Blutgehalt der 
Leber, bestimmt durch Erythrocytenziihlungen/30 mg Leber-N, um 80% 
erniedrigt, so daB der Restblutgehalt in den perfundierten Lebern nur 
noch rund 1,25% betrigt. 

Durch den verminderten Blutgehalt wird erreicht, daB die Kern- 
fraktion weniger mit Mitochondrien und Mikrosomen verunreinigt ist. 
Durch Mononucleotid-Austauschchromatogramme konnte nachgewiesen 
werden, da bei der benutzten Perfusionstechnik praktisch keine Ver- 
iinderung der Adeninmononucleotide hervorgerufen wird (Tab. 2). 


Homogenisieren 

Fiir das vollstaéndige und schonende Aufschliefen des Lebergewebes 
sind neben der Konstruktion des Homogenisators noch die Zeitdauer des 
Homogenisierens, die Umd:ehungszahl des Homogenisatorstempels und 
die Konzentration des Homogenates von Bedeutung. Der Ganzglas- 
homogenisator nach Potter und Elvehjem?’ erwies sich als ungeeignet. 
Trotz Eiskiihlung gelang es nicht, die Temperatur im Homogenisiergut 
wihrend des Homogenisierens unter + 2° zu erhalten. Dadurch kommt 
es zu erheblichen Kernzerstérungen, schon bei kurzen Homogenisierungs- 
zeiten, mit denen kein vollstiindiger GewebeaufschluB zu erreichen ist. 
Auch der Handhomogenisator nach Dounce’, sowohl mit Glas- als auch 
mit Plexiglasstempel, lieferte keine vollstiindigen Aufschliisse. Mit einem 
ganz aus Plexiglas bestehenden Homogenisator (modifizierter Potter- 
Elvehjem) wurden zwar gute Gewebeaufschliisse erzielt, aber durch die 
hohe Wirmekapazitit des Kunststoffes lief sich das Homogenisiergut 
sehr schlecht auf 0° halten. Diese Nachteile lieBen sich bei der Verwen- 
dung eines Glashomogenisators mit Plexiglasstempel weitgehend um- 
gehen. Voraussetzung hierzu ist jedoch die richtige Umdrehungszahl und 


2 V.R. Potter u. C. A. Elvehjem, J. biol. Chemistry 114, 495 [1936]. 
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die Homogenisierungsdauer. Die giinstigsten Ergebnisse erhilt man bei 
600—800 U./Min. Bei héheren Umdrehungszahlen kommt es zu erheb- 
lichen Kernzerstérungen, wihrend bei langsamerem Homogenisieren kein 
volistiindiger AufschluB zu erzielen ist. Bei 600—800 U./Min. muB 3 Min. 
homogenisiert werden, um einen vollstindigen AufschluB zu erhalten. 
Durch eingeschobene Kiihlpausen (siehe Methodik) wahrend des Homo- 
genisierens wurde eine gleichbleibende Temperatur von 0° erreicht. 


In dem so hergestellten Homogenat sind 2,14 + 1,01% der Zellen 
nicht aufgeschlossen, Gewebefetzen sind kaum vorhanden. Die Adenin- 
nucleotide gehen nur zu einem kleinen Teil verloren. Es kommt zu einem 
miBigen Verlust von ATP, die Gesamtsumme der Adeninnucleotide 
bleibt jedoch im wesentlichen erhalten, da iiber die Hilfte des verloren- 
gegangenen ATP als AMP erscheint (siehe Tab. 2). 


Tab. 2. Adeninmononucleotide der Mauseleber in u~Mol pro 50 mg Leber-N unter 
den angegebenen Versuchsbedingungen. Zahl der Versuche in Klammern. 




















ATP/ADP Py AMP ADP ATP 
Stationér* (2) ..... . 1,94 3,406 0,538 0,977 1,891 
Perfusion Stationar** (3) . 1,88 3,074 0,399 0,941 1,734 
Homogenat in 
0,25m Rohrzucker (3). . .! 1,03 2,992 0,834 1,068 1,090 
* Schnellpriparation der Leber und sofortige Homogenisierung in 6proz. HC10,°. 


** Perfusion der Leber wie in der Methodik angegeben, anschlieBend sofort enteiweiBt. 


Fraktionierungsmedien 


Das Fraktionierungsmedium sollte sich zur gleichzeitigen Isolierung 
aller Zellfraktionen eignen. Das wird am besten mit Rohrzuckerlésung 
erreicht. Obwohl in 0,88m und 0,44m Rohrzucker die Mitochrondrien 
morphologisch besser erhalten bleiben’, ergaben sich bei Verwendung 
dieser Molaritiit einige Nachteile. Deshalb wurde grundsitzlich 0,25m 
Rohrzucker verwendet. In Parallelversuchen mit 0,25m Rohrzucker 
(zweimal umgefillt), einmal mit Zusatz von EDTA (10-3 bis 10-4m), zum 
anderen ohne jeglichen Zusatz, wurde festgestellt, daB bei EDTA-Zusatz 
die Reinheit und die Abtrennung der Kernfraktion besser war und die 
Nucleotide im Homogenat besser erhalten blieben. Die Mitochondrien- 
zahlen stiegen jedoch offenbar als Zeichen einer Mitochondrienschiidi- 
gung?® an, und die im Ausgangshomogenat vorhandenen Mitochondrien 
konnten nicht mehr 100proz. in den Fraktionen wiedergefunden werden. 
Wir verzichteten deshalb auf einen EDTA-Zusatz und reinigten den 
Rohrzucker, wie in der Methodik angegeben, mit einer Mischaustauscher- 
siiule von IR 45 und IR 120. Bei der Verwendung von so gereinigtem 

28 G. H. Hogeboom, W.C. Schneider u. G. E. Palade, J. biol. Chemistry 
172, 619 [1948]. 
29 U. G. Anderson, Thesis Duke University, 1949. 
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Rohrzucker war die Kernfraktion ebenso rein wie 
vorher mit EDTA-Zusatz, die Mitochondrien waren 
jedoch nicht alteriert. Die EDTA-Wirkung bei un- 
gereinigtem Rohrzucker kann daher auf Beseiti- 
gung von Schwermetallspuren zuriickgefiihrt wer- 
den. 


Zentrifugieren 
Bei méglichst groBer Reinheit der Fraktionen sollte 
die Zeitdauer der Fraktionierung klein sein. — Bei 


600 xg sedimentieren die Kerne in 5 Min. praktisch 
quantitativ. Im Uberstand der Kernfraktion fanden 
sich dann maximal bis zu 0,5°% der Kerne und der 
DNA. Durch einmaliges Waschen des Kernniederschla- 
ges konnte die Verunreinigung der Kernfraktion mit 
,,Mitochondrien“ um etwa 30% gesenkt werden. Mehr- 
maliges Waschen hatte keinen weiteren EinfluB auf 
die Verunreinigung mit ,,Mitochondrien“. Fiir die Ab- 
trennung der ,,Mitochondrien“ war eine Unterteilung 
in 2 Fraktionen zweckmibig. Durch 9 Min. Zentrifu- 
gieren bei 9000 xg gelingt es, eine Mitochondrien- 
fraktion abzutrennen, die nach einmaligem Waschen 
relativ wenig mit Mikrosomen verunreinigt ist, aber 
noch eine betrichtliche Menge der gesamten ,,Mito- 
chondrien“ enthalt. Die restlichen ,,Mitochondrien‘‘ 
werden dann zum grofen Teil in einer Mischfraktion 
abzentrifugiert, in der schon in gréBerem Umfang 
Mikrosomen sedimentieren. Durch das Einfiigen die- 
ser Mischfraktion gelingt es, auch eine ziemlich 
reine Mikrosomenfraktion zu gewinnen. 


Ergebnisse 


I. Verteilung von Stickstoff 
auf die Zellfraktionen 


Die Verteilung des Stickstoffes ist mit Ausnahme 
von Fraktion Ms bei normalen und CCl,-geschiadigten 
Lebern praktisch gleich (s. Tab. 3). Der Stickstoffge- 
halt der Mikrosomenfraktion wird durch die Schiadi- 
gung signifikant erniedrigt (P < 0,01). 

j II. Kernzahlen 

Zwischen normalen und CCl,-geschidigten Lebern 
sind keine signifikanten Unterschiede in den Kern- 
zahlen zu finden (Tab. 4). 
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Tab. 4. Kernzahl/30 mg Leber-N (= Zx); Wiederfinden der Kerne in der Kern- 
fraktion in % des Ausgangshomogenates und Quotient Zx«/% Kernfraktions-N 
(= Q); Mittelwerte +- s, Zahl der Versuche in Klammern. 

















O/ ; 
ae 4 wiedergef. = 
10-°Zx in Frakt. K io"? 
Normal (12) . . 327 + 35,3 94,92 + 5,73 18,04 + 2,10 
COS) « «ss 348 + 54,1 94,54 + 5,08 17,64 + 2,23 


In der Kernfraktion werden nahezu alle Kerne des Homogenates 
wiedergefunden. Die fehlenden 5% miissen bei der Aufarbeitung (Re- 
homogenisieren des Kernniederschlages) zerstért werden, da sie nicht in 
der Cytoplasmafraktion erscheinen (vgl. ,,Zentrifugieren‘‘, S. 220). Der 
Quotient Z «/% Kernfraktions-N (= @Q) wurde zur Kontrolle der Kern- 
zahl und der Kernfraktion jedes einzelnen Versuches benutzt. Q ist relativ 
konstant. Bei Unterschieden, die nicht methodisch, sondern durch bio- 
logische Schwankungen bedingt sind, verindern sich Kernzahl und Kern- 
stickstoff im gleichen Umfang. 


III. Mitochondrienzahlen 

Die ,,Mitochondrien‘‘-Zahlen pro g Leber sind bei den CCl,-geschi- 
digten Tieren um rund 65% erhéht. Diese Erhéhung ist signifikant, auch 
wenn man beriicksichtigt, daB bei den geschidigten Tieren von den 
,,Mitochondrien“ des Ausgangshomogenates nur 85% in den Fraktionen 
wiedergefunden werden (s. Tab. 5). 

Untersucht man die Verteilung der ,,Mitochondrien“ auf die einzel- 
nen Fraktionen, so zeigt sich, daB die Zunahme der ,,Mitochondrien“‘ 
hauptsichlich in Fraktion M, und in M, erfolgt. Auch in der Kernfraktion 
werden bei der CCl,-Schadigung mehr ,,Mitochondrien“ gefunden, in der 
Mikrosomenfraktion dagegen bleiben die Zahlen unverindert. Die pro- 
zentuale Verteilung der ,,Mitochondrien“ auf die Zellfraktionen ist da- 
gegen in beiden Reihen annihernd gleich. — Die Zahl der schwellbaren 
Mitochondrien pro g Leber ist im Gegensatz zur Zahl der ,,Mitochon- 
drien“ bei der CCl,-Schadigung gegeniiber normal nicht erhéht. Ihre Ver- 
teilung auf die Zellfraktionen ist jedoch verschieden. Bei der CCl,-Schadi- 
gung finden sich mehr schwellbare Mitochondrien in der Fraktion M,, in 
der Fraktion Ms dagegen weniger. 


IV. Konzentrationender Nucleinséiuren undihre Verteilung 
auf die Zellfraktionen 

Die Verteilung der RNA auf die einzelnen Zellfraktionen ist zwischen 
normalen und CCl,-geschidigten Tieren in allen Cytoplasmafraktionen 
unterschiedlich. Die gleichen Verinderungen finden sich in der Verteilung 
der Gesamtnucleinsiuren. Hier sind jedoch im Gegensatz zur RNA alle 
Verinderungen signifikant. Diese Differenzen in der Verteilung der 
Gesamtnucleinsauren sind ausschlieBlich durch RNA-Verinderungen be- 
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dingt, da die gesamte DNA des Homogenates in der Kernfraktion wieder- 
gefunden wird. Es sind somit auch die nicht signifikanten Verinderungen 
in der RNA-Verteilung (nicht signifikant durch methodisch bedingte 
groBere Streuung der Einzelwerte) als real anzusprechen. — Bei der CC!,- 
Schidigung kommt es in den ersten 2 Stdn. zu einer Zunahme der RNA 
in den Fraktionen M, und U und zu einer Abnahme in den Fraktionen 
M, und Ms (Tab. 6). Anhaltspunkte iiber die Ursache dieser Veranderun- 
gen ergibt die Betrachtung des Quotienten Nucleinsiuren in ug/mg Frai- 
tions-N (Tab. 7), der fiir Mitochondrien rund 100, fiir Mikrosomen rund 
650 und fiir die Uberstandsfraktion 150—180 betrigt. 

Die CCl,-Schadigung bewirkt eine signifikante Verinderung dieses 
Quotienten nur bei der Fraktion U. Bei den Fraktionen M,, M, und Ms 
bleibt er dagegen praktisch unverindert, obwohl besonders in Fraktion 
Ms Nucleinséuren und Stickstoff abnehmen. Es muB daher in der Frak- 
tion Ms Material verlorengehen, das die gleiche Zusammensetzung hat 
wie normale Mikrosomen. Dieses Material findet sich zum Teil in Frak- 
tion U wieder, da hier der normalerweise viel kleinere Quotient ansteigt. 
Das Material, das bei der CCl,-Schidigung in den Fraktionen verloren- 
geht bzw. hinzukommt, wird noch besser durch einen weiteren Nuclein- 
siure-Stickstoff-Quotienten charakterisiert. Dieser Quotient wird berech- 
net aus den jeweiligen Differenzen der Gesamtkonzentrationen zwischen 
normalen und €Cl,-geschidigten Tieren in den einzelnen Fraktionen 
(Tab. 8). 


Tab. 8. Differenz der Konzentration von Gesamtnucleinsiuren bzw. RNA in 

pug/Differenz der Konzentration des Stickstoffs in mg zwischen normalen und 

CCl,-geschadigten Lebern in den Cytoplasmafraktionen. Abnahmen in den Frak- 
tionen sind mit —, Zunahmen mit + bezeichnet. 

























































M, M, Ms U 
Gesamtnucleinséuren . + 325 — 736 — 870 + 2242 
ae eee + 101 — 820 — 856 + 2938 


Aus diesen Quotienten ist ersichtlich, dafS die RNA-Zunahme in 
Fraktion M, nicht durch Mikrosomenmaterial verursacht sein kann, weil 
der Quotient den fiir Mikrosomen charakteristischen hohen Wert nicht 
besitzt. Die Verluste in den Fraktionen M, und Ms sind nach den hohen 
Quotienten ausschlieBlich Mikrosomenverluste. Sie liegen zwar rund 25% 
iiber dem Wert fiir die Mikrosomenfraktion (s. auch Tab. 7), doch diirfte 
der Wert fiir die Mikrosomenfraktion durch Mitochondrienverunreinigung 
etwas erniedrigt sein. Die RNA der in den Fraktionen M, und Ms ver- 
lorengegangenen Mikrosomen findet sich in der Fraktion U wieder. Aus 
dem hohen Quotienten von rund 2500 ist zu entnehmen, daB die RNA 
iiberwiegend als Ribosomen in die Uberstandsfraktion gelangt, denn dieser 
Wert stimmt gut mit dem iiberein, der fiir mehrfach gewaschene Ribo- 
somen angegeben wird®°, Das RNA-irmere Stickstoffmaterial der in den 


30 EK. L. Kuff u. R. F. Zeigel, J. biophys. biochem. Cytol. 7, 465 [1960]. 
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Fraktionen M, und Ms verlorengegangenen Mikrosomen, das nicht in der 
Fraktion U erscheint, verteilt sich auf die Fraktionen K und M,. Die 
Konzentration der Nucleinsiuren in der Gesamtleber verhalt sich wie 
friiher beschrieben? (s. auch Tab. 7). Der DNA-Gehalt wird bei der CCl1,- 
Schidigung nicht signifikant veriindert. Die Abnahme der RNA-Kon- 
zentration ist in den vorliegenden Versuchen ebenfalls nachweisbar. Sie 
ist jedoch — bedingt durch die kleinere Versuchszahl — nicht statistisch 
gesichert. Die Gesamtnucleinsiuren sind jedoch nicht verindert. Dies 
kann bedingt sein durch die geringere Spezifitit der Methode, die noch 
andere bei 265 mu absorbierende Substanzen erfassen kann. Diese Még- 
lichkeit ist besonders durch die Lipoidfraktion gegeben, die wir in unseren 
Versuchen nicht entfernten. 


V. Elektronenoptische Bilder 

Die elektronenoptische Untersuchung gestattet eine genaue Charak- 
terisierung der isolierten Zellfraktionen. 

In der Kernfraktion findet man neben wenigen schon beschriebenen 
unaufgeschlossenen Zellen und den phasenoptisch sichtbaren Mitochon- 
drien auch Mikrosomenmaterial. Die Kerne sind in ihrer Struktur gut 
erhalten. Vereinzelt sind deformierte und zerrissene Kerne sichtbar. Der 
Nucleolus und die gering vakuolisierte Kernmembran sind im allgemei- 


nen gut zu erkennen (Abb. 1). — Die Fraktion M, zeigt hauptsichlich 
. “4 6 at zy yw 
ne 


a.% 


Abb. 1. Normale Mauseleber. Kern aus der 
isolierten Kernfraktion, prapariert nach Pa- 
lade. 4200fache VergréBerung. 





Mitochondrien verschiedener Gréfe. Die Mitochondrienmembran ist 
erkennbar, im Inneren sieht man teilweise geringe Auftreibungen, die 
durch die Aufarbeitung des Gewebes hervorgerufen sind. Die Verunreini- 
gung mit Mikrosomenmaterial ist gering (Abb. 2). Die normalen Mito- 
chondrien sind nach ihrer Isolierung auch biochemisch intakt. Dies wurde 
gepriift mit dem P/O-Quotienten («-Ketoglutarsiiure als Substrat: 3,3), 
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Abb. 2. Normale Mauseleber. Mitochondrien 
aus der isolierten Mitochondrienfraktion M. , 
prapariert nach Palade, 12950fache Ver- 
groBerung. 

















der Atmungskontrolle (mit Glutaminsiiure als Substrat und Dinitro- 
phenol als Entkoppler: Faktor 5) und der Magnesium-ATPase (~ 0)*. —- 
Die Fraktion M, ist auch elektronenoptisch als Mischfraktion anzuspre- 
chen. Die Mitochondrien sind kleiner und strukturirmer als die Mito- 
chondrien in Fraktion M,. Mikrosomenmaterial ist zahlreich vorhanden. 
— Die Fraktion Ms enthalt neben typischem Mikrosomenmaterial ver- 
einzeit Mitochondrien. 

Nach CCl,-Schadigung kommt es zu elektronenoptisch. sichtbaren 
Veriinderungen’an Kernen und Mitochondrien. Die Kerne zeigen eine 
unterschiedlich stark ausgeprigte Vakuolisierung der Kernmembran 
(Abb. 3). Zum Teil sind die Vakuolen auch im Inneren des Kernes gelegen, 
scheinen aber mit der Kernmembran in Zusammenhang zu stehen. Es 
ist aber auch denkbar, daB diese Vakuolen durch Adhision von Cyto- 


Abb. 3 
Abb. 3 u. 4. Mauseleber 2 Stdn. nach CCl,-Gabe. Kerne aus der isolierten Kern- 
fraktion,prapariert nach Palade.Abb.3:7320fache, Abb. 4:7920 fache VergréBerung. 





plasmaelementen bedingt sind. Vereinzelte Kerne sind so stark alteriert, 
daB von ihnen nur noch dieKernmembran zu sehen, der Kerninhalt aber 
vollstindig verlorengegangen ist (Abb. 4). Die Mitochondrien sind nach 
der CCl,-Schidigung stark geschwollen, was auch schon bei der Zaihlung 
im Phasenkontrastmikroskop deutlich wird. Es kommt zur Bildung von 


* Unveroff. Versuche. 
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groBen, mehr zentral gelegenen Vakuolen (Abb. 5). Die Verunreinigung 
der Mitochondrienfraktion mit Mikrosomenmaterial ist wie bei den nor- 
malen Mitochondrien gering. In der Mikrosomenfraktion kénnen nach der 
Isolierung keine Unterschiede festgestellt werden, da durch das Homo- 
genisieren die Ergastoplasmastrukturen zerstért werden. Jedoch ist das 
Ergastoplasma nach den Befunden von Oberling und Rouiller* 
60 Min. nach der Schiidigung ebenfalls stark alteriert. 


Abb. 5. Mauseleber 2 Stdn. nach 
CCl,-Gabe. Mitochondrien aus der 
isolierten Mitochondrienfraktion M,, 
prapariert nach Palade. 12000fache 
VergréBerung. 





Diskussion 


Die vorliegenden Befunde zeigen, daB es schon 2 Stdn. nach einer 
intraperitonealen CCl,-Gabe zu mannigfaltigen Verainderungen an ver- 
schiedenen Zellstrukturen der Leber kommt. 


In Ubereinstimmung mit M61 bert® kénnen wir kurz nach der CCl,- 
Schaidigung Veriinderungen am Kern nachweisen. Diese Veriinderungen 
sind jedoch nur elektronenoptisch faBbar; unsere biochemischen Unter- 
suchungen allein lassen keine Anhaltspunkte fiir eine Schidigung erken- 
nen. Obwohl wir auch Kerne ohne Kerninhalt beobachteten, kann Kern- 
material nicht in gréBerem Umfange verlorengehen. Das ist ersichtlich 
an den Kernzahlen, die bei CCl,-geschidigten Tieren sicher nicht niedri- 
ger sind als normal. Auch die DNA ist nicht erniedrigt und wird dariiber 
hinaus auch bei der Schadigung vollstaindig in der Kernfraktion wieder- 
gefunden. Der DNA-Gehalt eines Durchschnittskernes wird ebenfalls 
nicht signifikant verindert (normal 8,25-10-!2 g DNA/Kern, CCl, 
8,59-10-12 g DNS/Kern). Genauere Aussagen iiber die Art und das Aus- 
maf der Kernschidigung lassen sich nur durch weitere Untersuchungen 
machen. 

Neben den elektronenoptisch sichtbaren Strukturveranderungen der 
Mitochondrien bei der CCl,-Schidigung ist die Erhéhung der ,,Mitochon- 
drien‘‘-Zahl um 65% am eindrucksvollsten. Die Zahl der schwellbaren 
Mitochondrien ist jedoch unverindert. Es erhebt sich die Frage, wie die 


31 Ch. Oberling u. Ch. Rouiller, Ann. anatom. Pathol. 1, 401 [1956]. 
32 E. Mélbert, Beitr. pathol. Anatom. allg. Pathol. 118, 203 [1957]. 
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Zunahme der ,,Mitochondrien“ erklirt werden kann. Verklumpte Mikr >. 
somen k6nnen sicher nicht die Ursache sein, denn dann miiBte der Qu>- 
tient aus RNA- und Stickstoffzunahme gréfer sein (s. Tab. 9). Die ,,Mit >- 
chondrien‘‘-Zunahme kann daher nur durch ein Zerbrechen schon ver- 
handener Mitochondrien, durch Neubildung oder durch Verklumpen voi 
Ribosomenfreien Ergastoplasmaschliuchen zustande kommen. Ein Ze °- 
brechen von schon vorhandenen Mitochondrien ist nicht sehr wahrschei):- 
lich, denn dann miiBte die Zah] der schwellbaren Mitochondrien verinde:'t 
sein. Das ist jedoch nicht der Fall. Es liegt daher die Vermutung nah», 
daB die Zunahme der ,,Mitochondrien‘‘-Zahlen durch Neubildung aus den 
sog. ,,Mikrobodies‘‘* zustande kommt. \Wir konnten nimlich in unseren 
elektronenoptischen Bildern eine Zunahme dieser dichten osmiophilen 
Gebilde beobachten. Das ist gut mit den Befunden von Mélbert® zu 
vereinbaren, die zeigen, da bei der CCl,-Schidigung die Mitochondrien- 
vermehrung hauptsichlich durch eine Zunahme von ,,Mikrokorpuskeln*‘ 
zustande kommt. Es besteht weiterhin die Méglichkeit, daB die ,,Mikro- 
bodies“ selbst als ,,Mitochondrien“ geziihlt werden. 

Den biochemischen Befunden der Mikrosomenfraktion gehen mor- 
phologische Veranderungen an den Ergastoplasmastrukturen parallel. 
Es kommt zu einem Verlust von Mikrosomenmaterial. Im Uberstand 
findet sich ein entsprechender Anstieg der RNA, die vorwiegend als 
Ribosomen in diese Fraktion einflieBt. Die Schiidigung der Mikrosomen 
wird weiterhin durch die Abnahme der Aktivitit der Glucose-6-phospha- 
tase, die in den Mikrosomen lokalisiert ist, belegt**. 

Ahnliche Verainderungen an der RNA finden sich auch bei anderen 
Schidigungen. lm himorrhagischen und traumatischen Schock® kommt 
es in der Uberstandsfraktion ebenfalls zu einem Anstieg der RNA auf 
Kosten der Mitochondrienfraktion der Leber. Die Mitochondrienfraktion 
dieser Autoren enthilt aber bei Kontrolltieren 20° der gesamten Zell- 
RNA, muB also stark mit Mikrosomen verunreinigt sein. In friiheren 
unver6ffentlichten Versuchen, in denen wir auch eine stark verunreinigte 
Mitochondrienfraktion mit rund 12°, der Gesamt-RNA vorliegen hatten, 
fanden wir nach der CCl,-Schidigung in dieser Mitochondrienfraktion 
ebenfalls einen ausgeprigten RNA-Verlust, der dem RNA-Verlust der 
Mikrosomenfraktion gleichkam. Man kann daher mit Recht annehmen, 
daB auch beim Schock die RNA-Verluste durch Zerstéren von Mikro- 
somenmaterial zustande kommen. Die bei einer CCl,-Schidigung be- 
obachteten Verinderungen an den einzelnen Zellstrukturen sind daher 
sicher nicht spezifisch fiir diese Vergiftung. Sie treten wahrscheinlich 
bei jeder Schidigung, ganz gleich welcher Art, in gleicher Weise auf. 
Nur das AusmaB dieser Verainderungen wird jeweils in Abhingigkeit von 


33 C, Rouiller u. W. Bernhard, J. biophys. biochem. Cytol. 2, Suppl. 355 
[1956]. 

31H. Beaufay, E. van Campenhout u. C.de Duve, Biochem. J. 73, 617 
[1959]; R. O. Recknagel, Federation Proc. 19, 137 [1960]. 
36 F, Gavosto u. F. Moyson, Experientia [Basel] 9, 263 [1953]. 
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der Schwere der Schidigung unterschiedlich sein. Diese Annahme wird 
weiterhin gestiitzt durch unsere Stoffwechseluntersuchungen an ge- 
schidigten Geweben! 63’ und die Befunde von Emmelot und Bene- 
detti® nach i. v. Injektion von Dimethylnitrosamin. 


Fir die Anfertigung der elektronenmikroskopischen Praparate und Aufnahmen 
sind wir Herrn Prosektor Dr.G. Gabler sowie Fraiulein Brauer vom Patho- 
logischen Institut der Universitat Jena sehr zu Dank verpflichtet. 


Fraulein H. Poesch danken wir fiir ihre fleiBige und zuverliassige Mitarbeit. 


Zusammenfassung 


1. Es wird eine Methode zur Isolierung von Zellfraktionen aus voll- 
stiindig aufgeschlossenem Lebergewebe CCl,-geschidigter Miuse be- 
schrieben. Die Methode liefert nur gering verunreinigte Fraktionen. Die 
mit dieser Methode isolierten normalen Mitochondrien sind biochemisch 
intakt. 

2. Bereits 2 Stdn. nach einer intraperitonealen CCl,-Injektion sind 
die Kerne alteriert. Kernzahl und Desoxyribonucleinsiure-(DNA-)Gehalt 
der Leber sind jedoch normal. In der isolierten Kernfraktion werden 
Kerne und DNA vollstiindig wiedergefunden. 


3. Die Zahl der im Phasenmikroskop sichtbaren Partikeln (,,Mito- 
chondrien‘‘) ist um 65% erhéht. Die Zahl der schwellbaren Mitochondrien 
ist unverindert. Die Mitochondrien sind geschwollen und zeigen groBe, 
meist zentrale Vakuolen. 

4. In der Mikrosomenfraktion kommt es zu Verlusten von Mikro- 
somenmaterial. Dieses flie&t als Ribosomen in die Uberstandsfraktion. 
Das RNA-irmere, ribosomenfreie Mikrosomenmaterial findet sich in 
der Kern- und Mitochondrienfraktion wieder. 


Summary 


1. A method is described for the isolation of cell fractions from the 
completely ruptured liver tissue of mice damaged with CCl,. The method 
yields fractions with minimum impurities: the isolated mitochrondria are 
normal and biochemically intact. 

2. 2 hours after the intraperitoneal injection of CCl,, the nuclei are 
changed, but the number of nuclei and the deoxyribonucleic acid (DNA) 
content of the liver remain unchanged. The isolated nuclear fraction 
contains normal amounts of nuclei and DNA. 


36 H. Frunder, Die Wasserstoffionenkonzentration im Gewebe lebender 
Tiere, Verlag G. Fischer, Jena 1951. 

34 G. Richter, H. Bérnig u. H. Frunder, Dtsch. Gesundheitswesen 13, 
518 [1958]. 

38 P.Emmelot u. E. L. Benedetti, J. biophys. biochem. Cytol. 7, 393 
[1960]. 
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3. The number of particles visible by phase microscopy (,,mito- 
chondria‘) is increased by 65%. The number of swollen mitochondria, 
which have large and mostly central vacuoles, is unchanged. 

4. In the microsome fraction, there is a decrease of microsomal 
material, which appears as ribosomes in the supernatant. RNA-deficient, 
ribosome-free microsome material is present in the nuclear and 
mitochondrial fractions. 


Dr. Hans Bérnig, Physiologisch-Chemisches Institut der Universitat Jena. 

















Bd. 322 (1960) 


Der Stoffwechsel geschaidigter Gewebe, XIII* 


Konzentrationen von Glucose, Glucose-6-phosphat, 
Milchsaure und Brenztraubensaure 
in der tetrachlorkohlenstoff-geschadigten Leber 
Von 
Klaus Thielmann, Martin Kraul, Eva Blume und Horst Frunder 


Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitit Jena 


(Der Schriftleitung zugegangen am 29. August 1960) 


Zwei Stunden nach intraperitonealer Injektion von CCl, findet man 
im elektronenmikroskopischen Bild der Leber ausgepragte Alterationen 
an allen Zellelementen. Die Kerne zeigen Vakuolisierung der Kern- 
membran und Verinderungen ihrer Innenstruktur. Die Mitochondrien 
sind geschwollen, und ihre Innenstruktur ist teilweise zerstért. Ein Teil 
des Mikrosomenmaterials ist léslich geworden und findet sich in der 
Uberstandsfraktion!. 

Um Hinweise iiber die Beziehungen zwischen den beobachteten 
morphologischen Verainderungen und dem Stoffwechsel zu erhalten, 
wurde der Kohlenhydratstoffwechsel der Leber 2Stdn. nach CCl,- 
Schidigung durch Bestimmung einiger Metabolitkonzentrationen unter- 
sucht. Dazu wurden bei normalen und geschidigten Méausen vor und 
30 Min. nach Belastung mit Glucose oder einer iquimolekularen Menge 
G6P* in Blutplasma und Leber Glucose, G6P, MS und BTS bestimmt. 
Weiterhin wurden die Verinderungen des Extrazellularraumes der Leber 
durch Bestimmung des Inulinverteilungsraumes untersucht. 

Die Resultate dieser Untersuchungen zeigen, daB der Extrazellular- 
raum und die Penetration der Glucose vom extrazelluliren zum intra- 
zelluliren Raum in der geschidigten Leber nicht verindert sind. Der 
Transport des G6P und seiner Metaboliten zu den verschiedenen intra- 
zelluliren Reaktionsriumen scheint in der geschidigten Leber jedoch 
gestort zu sein. 


Methodik 


Versuchstiere waren weiBe Inzuchtmause im Gewicht von 16—18 g. Sie wur- 
den mit Standardfutterkuchen und Wasser ad libitum ernahrt. Die Leberschadigung 
wurde durch einmalige intraperitoneale Injektion von 0,45 ml einer Mischung von 
1 ml CCl, + 7 ml Pflanzenél hervorgerufen. 


* Verwendete Abkirzungen: G6P = Glucose-6-phosphat; MS = Milchsaure; 
BTS = Brenztraubensiure. 

1 XII. Mitteil.: H. Bornig, G. Richter u. H. Frunder, diese Z. 322, 213 
[1960], vorstehend. 
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Die Préparation der Lebern erfolgte 2 Stdn. nach der CCl,-Injektion. Die 
Mehrzahl der geschaidigten Tiere nahm in diesen ersten 2 Stdn. nach der CCl,- 
Injektion kein oder nur wenig Futter auf. Daher wurde allen Tieren in diese 
2 Stdn. das Futter entzogen, jedoch Wasser ad libitum gegeben. Um den Einflu3 
der 2stdg. Hungerperiode zu erfassen, wurden neben CCl,-geschadigten Tieren nor- 
male gefiitterte und normale Tiere, die vorher 2 Stdn. gefastet hatten, untersuchi. 
Bei den Belastungsversuchen erhielten die Tiere 30 Min. vor der Leberpraparation 
eine subcutane Injektion von 0,7 ml 16proz. Glucoselésung oder etwa 150 mg G6P- 
Na-Salz, gelést in 0,7 ml Wasser, unter die Riickenhaut. 

Die Praparation der Lebern erfolgte unter leichter Athernarkose im Kiihl- 
raum. Die Zeit von der Entnahme der Leber aus dem eréffneten Bauchraum bis zur 
vollstindigen Homogenisierung in eiskalter 6proz. HClO, betrug 6—10 Sek. Die 
weitere Aufarbeitung der Leber sowie die Préparation von Muskelgewebe erfolgten 
nach den Angaben der VII. Mitteilung?. 

Die Praparation des Blutserums wurde nach den Angaben der XI. Mitteil. 
durchgefihrt*. Die zu den Testen eingesetzten Lebermengen wurden durch N-Be- 
stimmung nach Kjeldahl im Leberhomogenat ermittelt. Die Konzentrationen in 
den Tabellen sind in ug/g Leberfrischgewicht angegeben, wobei ein Leber-N-Gehalt 
von 30 mg/g Frischgewicht bei den normalen gefiitterten und bei den CCl,-geschi- 
digten Tieren zugrunde gelegt wurde. Bei den Normaltieren nach 2 Stdn. Hunger 
wurde ein N-Gehalt von 32,5 mg/g Frischgewicht zur Berechnung eingesetzt. Diese 
aus friiheren Versuchen bekannten N-Werte/g Frischgewicht sowie auch der mitt- 
lere Wassergehalt der Lebern in den verschiedenen Versuchsreihen wurden erneut 
bestimmt (s. Tab. 1). 


Tab. 1. mg N/g Leberfrischgewicht, Wassergehalt in °%, des Leberfrischgewichtes 
und Inulinverteilungsraum in °%, des Gesamtleberwassers in Lebern von normalen 
gefiitterten Mausen, von normalen Mausen nach 2 Stdn. Hunger und von CCl,- 
geschadigten Mausen 2 Stdn. nach einer Schadigung. 


Mittelwerte + s, Zahl der Bestimmungen in Klammern. 

















mg N/g Frisch- Wassergeh. Inulinvertei- 
gewicht in% lungsraum in % 
normal gefiittert . . . . |30,11,19 (5) | 73,2 -+1,20(5) | 24,1 + 6,6 (34)! 
normal n. 2 Stdn. Hunger | 32,5 +- 1,33 (10) | 71,4 + 1,73 (12) —_ 
2 Stdn. n. CCl,-Schadigung | 30,8 + 1,78 (4) | 71,1 +0,98 (5) | 24,4 + 8,0 (17) 


Die Berechnung der Konzentrationen pro m/ intrazellulirem Leberwasser er- 
folgte nach den Angaben der X. Mitteil.4. Es wurde jedoch statt des friiher zur Be- 
rechnung angenommenen Wassergehaltes der Leber von 76% des Frischgewichtes 
der jetzt experimentell bestimmte Wassergehalt aus Tab. 1 in den verschiedenen 
Reihen verwendet. Der Inulinverteilungsraum der Leber wurde bei den geschadig- 
ten Tieren mit der Skatolmethode nach I. c.4> bestimmt (s. Tab. 1) und dem Extra- 
zellularraum der Leber gleichgesetzt. Diese Werte wurden ebenfalls fiir die Berech- 
nung der Konzentrationen im intrazellularen Leberwasser verwendet. 


2 VII. Mitteil.: H. Frunder, G. Richter u. H. Bérnig, diese Z. 818, 55 
[1958]. 
3 XI. Mitteil.: K. Thielmann, H. Frunder, G. Richter u. H. Bérnig, 
diese 2. 820, 58 [1960]. 
4 X. Mitteil.: N. Sénnichsen, H. Frunder, H. Bérnig u. G. Richter, 
diese Z. 816, 209 [1959]. 
5 C. A. De Carvalho u. B. M. Pogell, Biochim. biophysica Acta [Amster- 
dam] 26, 206 [1957]. 
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Als Wassergehalt des Blutserums wurde ein Wert von 94% zur Berechnung 
verwendet. Die Bestimmung von Glucose und G6P in Blutplasma und Leber er- 
folgte nach 1. c.4, von MS und BTS in Leber nach 1. c.°. 

Die Glucosekonzentration ist im extrazellularen Raum der Leber ebenso groB 
wie im Blutplasma des zur Leber strémenden Blutes. Da der iiberwiegende Teil des 
Leberblutes aus der Pfortader stammt, entspricht ihre extrazellulare Glucose- 
konzentration annahernd der des Pfortaderblutplasmas. Bei der zur Glucose- 
bestimmung in der Leber notwendigen sehr schnellen Praparation 148t sich jedoch 
aus technischen Griinden gleichzeitig kein reines Pfortaderblut gewinnen, sondern 
aus einer Halsschnittwunde nur peripheres Blut. In allen Versuchsreihen wurde 
daher gleichzeitig die Glucosekonzentration in der Leber und im Plasma des peri- 
pheren Blutes bestimmt. In einer besonderen Versuchsreihe wurden die Unter- 
schiede in den Glucosekonzentrationen zwischen Pfortader- und peripherem Blut- 
plasma jeweils beim gleichen Tier ermittelt. Bei normalen gefiitterten Tieren ist die 
Glucosekonzentration im Pfortaderblutplasma vor einer Glucosebelastung 25% 
+ 9,8% (6) und 30 Min. nach Glucosebelastung 16% -+- 10,1% (6) héher als im 
Plasma des peripheren Blutes. Bei normalen Tieren nach 2 Stdn. Hunger und bei 
den CCl,-geschadigten Tieren fanden sich keine signifikanten Unterschiede zwischen 
Pfortader- und peripherem Blut. Zur Berechnung der Glucosekonzentration im Extra- 
zellularraum der Leber wurden daher bei gefiitterten Normaltieren die Glucose- 
konzentrationen des peripheren Blutplasmas mit dem Faktor 1,25, bei gefiitterten 
Normaltieren nach Glucosebelastung mit dem Faktor 1,16 multipliziert und zur 
Berechnung der Werte in Tab. 2 verwendet. In den iibrigen Versuchsreihen wurde 
die Glucosekonzentration im peripheren Blutplasma der des Pfortaderblutplasmas 
gleichgesetzt und diese ohne Korrekturfaktor zur Berechnung verwendet. 


Ergebnisse 


I. Intrazellulire Glucosekonzentrationen in der Leber 
In Abb. 1 sind die Mengen von Glucose pro g Leberfrischgewicht 
und pro m/ peripherem Blutplasma bei normalen, normalen hungernden 
und geschidigten Tieren vor und 30 Min. nach einer subcutanen Injek- 
tion von Glucose dargestellt. Um zu beurteilen, ob sich die Glucose voll- 
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stiindig oder nur unvollstindig zwischen extra- und intrazellulirem 
Leberwasser verteilt, wurden die experimentell bestimmten Werte der 
Abb. 1 umgerechnet in uMol pro mi intrazelluliren Leberwassers und 
Mol pro mi Blutplasmawasser. Diese Rechnung wurde nach den im 
methodischen Teil beschriebenen Verfahren durchgefiihrt und die Er- 
gebnisse in Tab. 2 dargestellt. Bei normalen gefiitterten Tieren ist dic 
Glucosekonzentration im intrazelluliiren Leberwasser 11% kleiner als 
im Plasmawasser des Pfortaderblutes (s. Tab. 2 und Angaben im metho- 
dischen Teil). 


Tab. 2. Glucosekonzentrationen in ~Mol/ml intrazellularem Leberwasser (Cj) und 
ml Blutplasmawasser (Cs) bei normalen gefiitterten Tieren, normalen Tieren nach 
2 Stdn. Hunger und CCl,-geschadigten Tieren vor und 30 Min. nach subcutaner 
Injektion von 0,7 ml 16proz. Glucoselésung. Zur Berechnung von Cj und Cs wurden 
die in Tab. 1 und Abb. 1 dargestellten Werte benutzt. Der Quotient Cj/Cs gibt die 
Verteilung der Glucose zwischen extra- und intrazellulirem Leberwasser an. 

















al h — 
normal 2 Stdn. enaie CCl,-geschadigt 
vor nach vor nach vor nach 
Glucose Glucose Glucose 
vs & thar Bee 11,0 20,6 9,2 34,7 6,9 27,4 
OY ee 12,3 24,0 8,0 40,2 8,3 30,4 
SS oi ac) as 0,89 0,86 1,15 0,83 0,83 0,90 


Der Quotient C:/Cs (= Glucosekonzentration pro ml intrazellu- 
lirem Leberwasser/Glucosekonzentration pro m/ Pfortaderblutplasma- 
wasser) von 0,89 zeigt an, daB die Verteilung der Glucose zwischen extra- 
und intrazellulirem Leberwasser innerhalb des methodischen Fehlers 
nahezu vollstandig ist. Die Abweichung vom Faktor 1,0 kénnte Aus- 
druck der Mischung von Pfortaderblut mit Anteilen von Leberarterien- 
blut sein. Die Glucosekonzentration der Leber ist intrazellulir nicht 
gréBer als extrazellulir. Letzteres haben sowohl wirt als auch andere 
Untersucher (s. 1. c.4) friiher auf Grund von Konzentrationsvergleichen 
zwischen Leber und peripherem Blut fiir normale Tiere angenommen. 

Nach Glucosebelastung ist der Quotient Ci/Cs bei normalen ge- 
fiitterten Tieren etwa ebenso groB wie vor der Belastung. Dies zeigt an, 
daB sich auch bei ansteigendem Plasmaglucosespiegel die der Leber zu- 
flieBende Glucose rasch und vollstindig im intrazelluliren Leberwasser 
verteilt. Bei geschidigten Tieren ist der Quotient C;/Cs vor und nach 
Glucosebelastung praktisch genauso groB wie bei Normaltieren. Auch 
der Inulinverteilungsraum (s. Tab. 1) zeigt in der geschidigten Leber 
keine Unterschiede bei Vergleich mit normaler Leber. Diese Befunde 
erlauben den Schlu8, daB die Durchblutung der Leber sowie der Glucose- 
austausch zwischen intra- und extravasalem Raum und auch zwischen 
extra- und intrazellulirem Raum in der geschidigten Leber zu diesem 
Zeitpunkt nicht wesentlich gestért sein kénnen. Dieses Resultat ist des- 
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halb von Interesse, weil Brody und Mitarbeiter® in der Hemmung der 
Leberdurchblutung den wesentlichsten Faktor fiir die Entwicklung des 
CCl,-Schadens sehen. Die vorliegenden Befunde sprechen jedoch nicht 
fiir diese Annahme. 

Weiterhin zeigt diese Versuchsreihe, da8 der Plasmaglucosespiegel 
und parallel dazu der Leberglucosespiegel der geschaidigten Tiere (und 
auch der Normaltiere nach 2 Stdn. Hunger) nach einer gleichen Glucose- 
belastung signifikant (P < 0,01) héher ansteigt als bei normalen ge- 
fiitterten Tieren. Dies ist Ausdruck einer Allgemeinreaktion des Organis- 
mus auf die Schidigung (und auch auf eine 2stdg. Hungerperiode allein). 
Dabei entnimmt die Muskulatur als Hauptorgan des Glucoseverbrauches 
offenbar weniger Glucose aus dem Blutplasma als normal (s. nachster 
Abschnitt). 


II. Glucose- und Glucose-6-phosphat-Konzentrationen 
im Muskel 


Im Blutplasma und im Extrazellularraum des Muskels normaler 
gefiitterter Tiere findet man stets gleiche Glucosekonzentrationen. Der 
Verteilungsraum fiir Glucose im Muskel ist genau so groB wie der Ver- 
teilungsraum fiir Raffinose oder Inulin?. Die Glucose ist in der Musku- 
latur also nur extrazellular, intrazellular ist keine freie Glucose, sondern 
nur G6P vorhanden. Tab. 3 zeigt, daB bei den CCl,-geschidigten Tieren 
der Verteilungsraum fiir Glucose im Muskel etwa 50% kleiner ist als bei 
normalen gefiitterten Tieren. 


Tab. 3. Konzentrationen von Glucose und G6P im Muskel in ug/g Frischgewicht 

und Glucose im Blutplasma in mg% bei normalen und CCl,-geschadigten Mausen 

vor und 30 Min. nach s. c. Injektion von 0,7 ml 16proz. Glucoselésung. VR = Ver- 

teilungsraum fiir Glucose im Muskel (= Glucosekonz. pro g Muskel/Glucosekonz. 
pro ml Blutplasma). 

















Glucose in G6P im ; 
VR in ° 
Blutplasma Muskel Muskel in % 
normal ... . | 1844 26(8) 325 -+ 70 (8) 346* + 107 (8) 17,7 
¢ P< 0,02 
geschidigt . . . 201 + 51 (5) 187 + 94 (5) 304 -+ 113 (5) 9,3 
normal n. 
Glucose . . . | 386 + 132 (13) | 682 + 185(5) | 570*-+ 76(6)| 17,7 
P< 0,01 P< O01 
geschadigt n. lie tP< 
Glucose . . . | 550 + 150(13) | 701 -- 254 (6) | 339 + 151(6) | 12,7 





*P zwischen diesen beiden Werten < 0,001. 

Auch nach Glucosebelastung andert sich dieser kleinere Verteilungs- 
raum praktisch nicht. Der G6P-Spiegel ist im Muskel geschiadigter Tiere 
ebenso groB wie bei normalen Tieren. Nach Glucosebelastung steigt der 


6 K. E. Moore u. T. M. Brody, Federation Proc. 18, 357, 424 [1959]; 
D.N. Calvert u. T. M. Brody. ebenda 19, 133 [1960]. 
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G6P-Spiegel normaler gefiitterter Tiere als Ausdruck erhéhter Glucose- 
aufnahme sehr stark an (P < 0,001), bei den geschidigten Tieren je- 
doch nicht. 

Nach diesen Befunden kann man annehmen, da die -verminderte 
Glucosetoleranz der geschidigten Tiere hauptsichlich durch eine Hem- 
mung der Glucoseaufnahme durch die Muskulatur verursacht ist. Dieser 
Effekt ist offenbar nicht spezifisch fiir die CCl,-Schidigung, sondern 
findet sich auch nach einer 2stdg. Hungerperiode bei normalen Tieren. 
Bei diesen ist der Plasmaglucosespiegel nach Glucosebelastung ebenso 
wie bei den geschidigten Tieren erhdht. 


III. Glucose-6-phosphat in der Leber 


a) Normale Tiere 

Im intrazelluliren Leberwasser normaler Tiere ist die G6P-Kon- 
zentration 0,53 wMol/ml. Sie wird durch eine Glucosebelastung nicht 
verindert (s. Tab. 4), obwohl unter diesen Bedingungen der Glucose- 
verbrauch erhéht ist. Es mu8 also in der Leber von der Stufe des G6P 
ab ein rascher weiterer Umsatz erfolgen. Daraus liBt sich wiederum ab- 
leiten, daB die Menge von Glucose, die in die verschiedenen Stoffwechsel- 
wege der Leber einflieBt, bei normalen Tieren im wesentlichen durch die 
Hexokinasereaktion limitiert sein mul. Auch nach subcutaner G6P- 
Belastung ist die intrazelluliire G6P-Konzentration in der normalen 
Leber nur gering und nicht signifikant erhéht. 
Tab. 4. G6P-Konzentrationen in normalen und geschadigten Lebern in ug/g Frisch- 
gewicht und im Blutplasma in ug/ml vor und 30 Min. nach subcutaner Injektion 
von 0,7 ml 16proz. Glucoselésung oder etwa 150 mg G6P-Na-Salz, gelést in 0,7 mi 
Wasser/18 g Maus. Mittelwerte + s. Zahl der Bestimmungen in (). Daneben Cj und 


Cs fir G6P in wMol/ml intrazelluliren Leberwassers bzw. Blutplasmawassers. 
Berechnung s. Methodik. 




















G6P G6P im 

in d. Leber | Blutplasma Ci Cs 
normal (9)...... 76 + 21 ~0 0,53 ~0 
normal n. Glucose (8) . 69 + 20 ~0 0,48 ~0 
normal n. G6P (7). . . | 210+ 46 690 + 370 0,61 2,83 
geschadigt (8) .... 59 + 26 ~0 0,42 ~0 
geschadigt n. Glucose (7) 99 + 43 ~0 0,71 ~0 
geschadigt n. G6P (10). 263 + 50 820 + 250 0,87 3,36 


Fiir diesen Befund gibt es zwei Deutungsméglichkeiten: 1. G6P 
penetriert nicht durch die Leberzellmembran oder 2. das in den intra- 
zelluliren Raum der Leber penetrierende G6P wird entsprechend seiner 
Penetrationsrate sofort weiter umgesetzt. Eine Entscheidung zwischen 
beiden Méglichkeiten erlauben die nachfolgenden Resultate der BTS- 
und MS-Bestimmungen (s. auch Abb. 2). 

Nach G6P-Belastung kommt es zu einer signifikanten Konzentra- 
tionserh6hung von MS und BTS in der normalen Leber, in gleichem 
Umfang wie nach einer iquimolekularen Glucosebelastung. Das spricht 








da 
ba 
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dafiir, daB G6P (oder eventuell seine in der Zellmembran gebildeten Ab- 
bauprodukte) in den Intrazellularraum der normalen Leber penetrieren 
und hier entsprechend der Penetrationsrate weiter umgesetzt werden. 


b) Geschidigte Tiere 

In der Leber geschidigter Tiere ist der G6P-Spiegel etwas, jedoch 
nicht signifikant kleiner als normal. Im Gegensatz zu Normaltieren steigt 
aber hier nach Glucosebelastung der G6P-Spiegel signifikant an 
(P<0,001 bei Vergleich mit den G6P-Werten geschidigter Tiere vor der 
Belastung). Dieser Befund zeigt, da8 in der geschidigten Leber entweder 
der weitere Umsatz des gebildeten G6P gehemmt ist oder aber iiber die 
Hexokinasereaktion mehr G6P gebildet wird als normal. 

Die Resultate, die nach G6P-Belastung erhalten wurden, spre- 
chen fiir eine Hemmung des G6P-Umsatzes. Nach subcutaner G6P-Gabe 
ist die G6P-Konzentration im Intrazellularraum der Leber doppelt so 
groB wie vor der Belastung und gréfer als bei normalen Tieren nach einer 
gleichen Belastung. Die MS- und BTS-Bestimmungen (s. nichster Ab- 
schnitt) sprechen ebenfalls fiir eine Hemmung des G6P-Umsatzes in der 
geschiidigten Leber. 


IV. Milchsiure und Brenztraubensaure in der Leber 

Die MS- und BTS-Spiegel sind in Abb. 2 in wg/g Frischgewicht an- 
gegeben. Da die MS- und BTS-Mengen in Blut- bzw. Blutplasma bei den 
zu vergleichenden Reihen keine signifikanten Differenzen zeigten, kann 
die Umrechnung in Konzentrationen pro ml intrazelluliirem Leberwasser 
kein anderes Ergebnis liefern. Es wurde daher auf diese Berechnung ver- 
zichtet. 


a) Normale Tiere 

Die MS- und BTS-Konzentrationen fndern sich parallel zu den 
Veriinderungen des Leberglucosespiegels. Erhéht man néimlich den nor- 
malen Leberglucosespiegel durch Glucosebelastung um etwa 100%, so 
steigen auch die MS- und BTS-Spiegel in der Leber um etwa 100% an. 
Der Quotient MS/BTS wird durch die Glucosebelastung nicht verindert. 
Nach Belastung mit G6P steigen bei unveriindertem Leberglucose- und 
G6P-Spiegel (s. Tab. 4) die BTS- und MS-Spiegel in der Leber ebenfalls 
signifikant an (P < 0,001), sogar noch etwas héher (P < 0,05) als nach 
Glucosebelastung. Der Quotient MS/BTS sinkt unter diesen Bedingungen 
gering, aber nicht signifikant ab. Diese Befunde zeigen, daB G6P in 
merklichem Umfang in den Intrazellularraum der Leber penetrieren 
muB, aber offenbar entsprechend seiner Penetrationsrate rasch weiter 
umgesetzt wird. 


b) Geschidigte Tiere 
Bei geschadigten Tieren ist der Leberglucosespiegel vor einer 
Glucosebelastung kleiner als normal. Dies ist eine Folge des Ab- 
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sinkens des Glucosespiegels im Pfortaderblut durch den Hunger. Die Ver- 
teilung von Glucose zwischen extra- und intrazellulirem Raum der Leberis: 
hier aber ebenso vollstaindig wie bei ungeschiidigten Tieren (s. Tab. 2). 
Der BTS-Spiegel ist trotz wesentlich kleinerem Leberglucosespiegel nor- 
mal groB, der MS-Spiegel gréBer als bei normalen Tieren (P < 0,05). 
Der Quotient MS/BTS ist ebenfalls signifikant gréBer (P < 0,01). Fir 
diese Befunde gibt es zwei Deutungsméglichkeiten: 1. Es flieBen mehr 
Glucose oder Glykogen iiber die Kette der Glykolysefermente als normal 
oder 2. Es flieBt Glucose in normalem oder geringerem Umfang in die 
Glykolyse, aber der AbfluB von BTS und MS in andere Stoffwechsel- 
reaktionen bzw. Reaktionsriume der Zelle ist gehemmt. Da nach G6P- 
Belastung die intrazelluliren G6P-Konzentrationen in der geschadigten 
Leber ansteigen, scheint eine Hemmung des Abflusses von Metaboliten 
der Glykolyse in andere Stoffwechselwege wahrscheinlicher. Der An- 
stieg des Quotienten MS/BTS auf fast das Doppelte des Normalwertes 
zeigt, daB das Redoxpotential der frei gelésten Pyridinnucleotide in dem 
Raum der Zelle, der der BTS und MS zur Verfiigung steht, negativer 
sein muB (s. dazu 1. ¢.%). 
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Abb. 2. Gehalt an Glucose, Milchsiure (MS) und Brenztraubenséure (BTS) in 
“Mol/g Leberfrischgewicht bei normalen und CCl,-geschidigten Mausen vor (a) 
und 30 Min. nach subcutaner Injektion von 0,7 m/ 16proz. Glucoselésung (b) bzw. 
etwa 150 mg G6P-Na-Salz (c), gelést in 0,7 m/ Wasser. Mittelwerte + sx, Zahl der 
Bestimmungen in (). Daneben die aus den Einzelversuchen errechneten Mittelwerte 
der Quotienten MS/BTS. 
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Nach Glucosegabe steigen bei den geschidigten Tieren sowohl 
der BTS-Spiegel (P < 0,05) als auch der MS-Spiegel (P < 0,001) héher 
als bei normalen Tieren nach einer gleichen Glucosebelastung. Der MS/ 
BTS-Quotient ist jedoch nach der Belastung kleiner (P < 0,05) als vor- 
her und nur wenig hoéher als bei Normaltieren unter den gleichen Ver- 
suchsbedingungen. Diese Abweichungen sind nicht spezifisch fiir die 
CCl,-Schidigung. Ahnliche, nur nicht so ausgepriigte Verainderungen 
findet man auch bei normalen Tieren nach einer Hungerperiode von 
2 Stunden. 

Auf eine Belastung mit G6P reagieren normale Tiere in gleicher 
Weise wie auf eine Belastung mit Glucose. Bei den geschidigten Tieren 
steigt jedoch im Gegensatz zu Normaltieren die intrazellulire G6P- 
Konzentration an. Der BTS-Spiegel ist erhéht, der MS-Spiegel genauso 
groB wie vor der Belastung. Der Quotient MS/BTS ist signifikant kleiner 
als vor der Belastung (P < 0,002). Diese letzten Befunde konnen in 
folgender, jedoch zunichst nur spekulativer Weise gedeutet werden: 
Das iiber den Extrazellularraum zuflieRende G6P penetriert nur in einen 
kleinen Teil des Intrazellularraumes der Leber. Umsatz oder AbfluB des 
G6P aus diesem Reaktionsraum in die anderen intrazelluliren Reaktions- 
riume sind bei geschidigten Tieren gehemmt. Das fiihrt zu einem An- 
stieg des intrazelluliren G6P-Spiegels. Ein Teil des G6P wird in diesem 
begrenzten Reaktionsraum durch die Fermente der Glykolyse zu MS 
und BTS umgesetzt. Es kénnte sich in Analogie zu den Befunden von 
Shaw und Stadie’ bei Diabetes um einen glykolytischen Weg handeln, 
der unabhiingig von einem zweiten sog. ,,internalen“ glykolytischen Weg 
arbeitet. Das Verhiltnis red./oxyd. Pyridinnucleotide kann in diesem 
Reaktionsraum kleiner sein als in den anderen Reaktionsriumen, und 
als Folge davon mu sich auch ein kleinerer MS/BTS-Quotient einstellen. 
Die Zulissigkeit dieser Deutung muB jedoch weiter gepriift werden. 


Frau I. Brad] danken wir fiir fleiBige und zuverlassige Mitarbeit. 


Zusammenfassung 

Die intrazelluliren Glucosekonzentrationen sind in der normalen 
und geschidigten Leber genauso gro wie im Blutplasma. Der Inulin- 
verteilungsraum ist in der geschidigten Leber normal. Die Penetration 
der Glucose vom extrazelluliren zum intrazelluliiren Raum der Leber 
ist 2 Stdn. nach Tetrachlorkohlenstoff-Schidigung nicht gestort. 

Die Glucosetoleranz ist bei geschiidigten Tieren vermindert, weil 
die Glucoseaufnahme durch die Muskulatur gehemmt ist. Der Umsatz 
von Glucose-6-phosphat ist in der geschidigten Leber gehemmt. 


Summary 
The levels of intracellular glucose in normal and damaged liver are 
the same as those in the blood plasma. In damaged liver, the inulin free 


“- W. N. Shaw u. W. C. Stadie, J. biol. Chemistry 234, 2491 [1959]. 
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space is normal. Transport of extracellular glucose into the intracellular 
space in liver remains unaffected 2 hrs. after carbon tetrachloride damage. 

Glucose tolerance is lowered in damaged animals, because the uptake 
of glucose by muscle is inhibited. Turnover of glucose-6-phosphate is 
inhibited in damaged liver. 


Dr. Klaus Thielmann, Physiologisch-Chemisches Institut der Universitat, 
Jena, Holzmarkt. 
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Der Stoffwechsel geschadigter Gewebe, XIV! 


Glucose, Fructose und Glucose-6-phosphat in Leber und 
Muskel normaler und alloxandiabetischer Mause nach 
Glucose-, Fructose- und Glucose-6-phosphat-Belastung 


Von 
Klaus Thielmann, Eva Blume, Martin Kraul und Horst Frunder 
Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitit Jena 
(Der Schriftleitung zugegangen am 12. September 1960) 


Die Aufnahme von Glucose durch Muskelgewebe wird durch meh- 
rere, unabhingig voneinander arbeitende Reaktionsmechanismen, die 
in der Zellmembran lokali:iert sind, gesteuert. Einer von ihnen wird 
nach iibereinstimmenden Befunden der Untersucher durch Insulin im 
Sinne einer Beschleunigung der Glucosepenetration beeinfluBt. 


In der Leber ist die Frage der Glucosepenetration noch nicht sicher 
entschieden. Friihere Befunde? lieBen die Frage offen, ob die Leberzell- 
membran ahnlich wie die Muskelzellmembran Glucose aktiv transpor- 
tiert oder aber ob sie fiir Glucose frei permeabel ist. Wir versuchten, 
dieses Problem durch Glucose- und Fructosebelastung zu kliiren, denn 
im Falle des aktiven Transportes miiBte die Fructose mit der Glucose 
interferieren. 

Hierzu und zur Erginzung friiherer Befunde? bestimmten wir in 
Leber, Blutplasma und Muskel normaler und alloxandiabetischer Mause 
vor und nach Glucose-, Fructose- oder G6P*-Belastung folgende Sub- 
stanzen: Glucose, Fructose, G6P, BTS und MS. Die Ergebnisse zeigen, 
da die Leberzellmembran im Gegensatz zur Muskelzellmembran fiir 
Glucose und Fructose frei permeabel ist. Die Verteilung dieser Hexosen 
auf die verschiedenen intrazelluliren Reaktionsriiume der Leber ist je- 
doch bei Diabetes unvollstindig. Diese Stérung lait sich durch Insulin 


beseitigen. 
Methodik 


Versuchstiere waren 15—18 g schwere weiBe Mause eines Inzuchtstammes, 
die mit Standardfutterkuchen und Wasser ad libitum ernahrt wurden. Der Diabetes 
wurde durch eine einmalige subcutane Injektion von 7—9 mg Alloxan erzeugt. 
Am 4,—5. Tag nach der Alloxaninjektion wurden Tiere mit einem Blutzuckerspiegel 





* Verwendete Abkiirzungen: G6P = Glucose-6-phosphat; MS = Milchsaure; 
BTS = Brenztraubensaure. 

1 XIII. Mitteil.: K. Thielmann, M. Kraul, E. Blume u. H. Frunder, 
diese Z. 822, 231 [1960], vorstehend. 

2 X. Mitteil.: N.Sénnichsen, H. Frunder, H. Bérnig u. G. Richter, 
diese Z. $16, 209 [1959]. 
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von 300—400 mg°, untersucht. Dieser Blutzuckerspiegel blieb in den meisten Faller: 
ziemlich unveraindert 3 Wochen bestehen. Bei den Insulin-Versuchen erhielter. 
normale Tiere etwa 0,8 I. E., diabetische Tiere etwa 6 I. E. glucagonfreies Insulin 
(Hoechst)/kg. Die Préparation von Muskel- und Leberaufschliissen sowie die 
Bestimmung von Glucose und G6P in Muskel, Leber und Blutplasma erfolgten 
nach I. ¢.*. Die zur G6P- Bestimmung verwendete Zwischenferment-Praparation 
war frei von Phosphoglucose-Isomeraseaktivitat. Fructose-6-phosphat wurde daher 
nicht mitbestimmt. BTS und MS wurden nach I. c.* bestimmt, Fructose mit der 
Skatolmethode nach 1. c.4, wobei auch ein 20facher Glucoseiiberschu8 nicht inter- 
feriert. Bei den Belastungsversuchen erhielten die Tiere 30 Min. vor ihrer 
Praparation 0,7 ml 16proz. Glucose- oder Fructoselésung subcutan bzw. etwa 
150 mg G6P-Na-Salz, gelést in 0,7 ml Wasser. 
Das zur Glucosebestimmung in Leber und Blutplasma verwendete Hexo- 
kinase-haltige Zwischenferment enthalt Phosphoglucose-Isomeraseaktivitat. Nach 
Fructosebelastung reagiert daher auch Fructose im Glucosetest mit. In mehreren 
Eichserien wurde das Ausma8 der Mitreaktion von Fructose im Glucosetest ermit- 
telt. Nach genau 100 Min. Laufzeit des Testes bei 340 my und 22° ergaben 10 ug 
Glucose eine Extinktionsdifferenz von 0,072, 10 wg Fructose eine solche von 0,029. 
Es bestand Proportionalitét bei halbem und doppeltem Einsatz. Die Extinktions- 
differenzen fiir beide Zucker waren weiter bei jedem in unseren Versuchsreihen vor- 
kommenden Mischungsverhaltnis proportional zum Einsatz. Die Menge an Glucose 
in Blutplasma, Leber und Muskel wurde bei Belastung mit Fructose in folgender 
Weise ermittelt: Die Fructose wurde mit der Skatolmethode bestimmt und nach 
Abzug der Blindwerte (Muskel 140 ug/g, Leber 190 ug/g, Blutplasma 0) der Fruc- 
tosegehalt in ug/g Frischgewicht bzw. ml Blutplasma errechnet. Im enzymatischen 
Glucosetest erhalt man die Summe von Glucose und der im Test mitreagierenden 
Fructose. 40% des chemisch bestimmten Fructosewertes miissen nach den Eich- 
messungen (s. 0.) im enzymatischen Test als Glucose erscheinen. Von den enzyma- 
tisch erhaltenen Glucosewerten wurden daher 40%, des Fructosewertes abgezogen 
und dieser Wert der Gesamtglucose gleichgesetzt. Die Werte fiir Fructose-6-phos- 
phat (< 5% des G6P-Wertes) und Fructosediphosphat sind in einigen Kontroll- 
versuchen mit enzymatischen Methoden bestimmt worden. Sie sind klein (10—30 
mg/g) und verandern sich nach Fructosebelastung nicht wesentlich. Die verwendete 
Berechnungsmethode kann daher durch Interferenz dieser Substanzen nicht ge- 
stort sein. 

Die Berechnung der Konzentrationen pro ml intrazellularen Leberwassers 
erfolgte nach den Angaben der X. Mitteil.?. Es wurde jedoch bei den Normaltieren 
ein Wassergehalt der Leber von 73,2° -+- 1,2°/(5) und bei den Diabetestieren von 
72,8% + 0,46% (14) zugrunde gelegt. Der Wassergehalt des Blutplasmas wurde 
gleich 94° gesetzt. 

In Erganzung zu den Angaben in der Methodik der vorstehenden Mitteil.1 
(S. 233) wurde in einer gesonderten Versuchsreihe festgestellt, daB bei normalen 
Tieren nach Fructosebelastung die Glucosekonzentration im Pfortaderblutplasma 
15°, hoher ist als im peripheren Blutplasma. Bei der Fructosekonzentration fanden 
sich keine Unterschiede zwischen peripherem und Pfortaderblutplasma. Bei Diabe- 
tes bestanden in allen Versuchsreihen keine signifikanten Konzentrationsunter- 
schiede zwischen peripherem und Pfortaderblut. 

Zur Berechnung der Konzentrationen pro mil intrazellularen Leberwassers 
(C;) wurden daher bei normalen Tieren die Glucosekonzentrationen des peripheren 
Blutplasmas (s. Abb. 1) mit dem Faktor 1,25 (vor Belastung), 1,16 (nach Glucose) 
bzw. 1,15 (nach Fructose) multipliziert und damit die Konzentration im Pfortader- 
blutplasma erhalten. Diese Werte wurden dann zur Berechnung von C, verwendet. 
In den diabetischen Reihen war keine Korrektur notwendig. 


3 XI. Mitteil.: K. Thielmann, H. Frunder, G. Richter u. H. Bérnig, 
diese Z. 320, 58 [1960]. 

4 C. A. De Carvalho u. B. M. Pogell, Biochim. biophysica Acta [Amster- 
dam] 26, 206 [1957]. 
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Bei den Normaltieren wurden nach Insulingabe die gleichen Korrekturfaktoren 
verwendet wie in den zugehérigen Reihen ohne Insulin. 


Ergebnisse 


I. Glucose, Fructose und Glucose-6-phosphat im Muskel 


Der Verteilungsraum fiir Glucose ist in Ubereinstimmung mit 
friiheren Befunden® im Muskel etwa ebenso gro wie die damals er- 
mittelten Raffinose- und Inulinverteilungsriume. Freie Glucose ist im 
Muskel vor und nach Glucosebelastung nur extrazellulir vorhanden. 
Bei diabetischen Tieren ist der Verteilungsraum fiir Glucose signifikant 
kleiner als bei normalen Tieren (s. Tab. 1). Nach Fructosebelastung ist 
der Verteilungsraum fiir Fructose ebenso groB wie der Verteilungsraum 
fiir Glucose. Fructose kommt im Muskel also ebenfalls nur extrazellular 
vor und verhilt sich bei Diabetes genauso wie die Glucose. 


Tab. 1. Gehalt an Glucose, Fructose und G6P in Blutplasma (in wg/ml) und Muskel 

(in ug/g Frischgewicht) bei normalen und diabetischen Tieren vor und 30 Min. nach 

subcutaner Injektion von 0,7 ml 16proz. Glucose- oder Fructoselésung. % + s. Zahl 

der Versuche in (). VR = Verteilungsriume fiir Glucose oder Fructose im Muskel 

(= Konz. pro ml Blutplasma/Konz. pro g Muskel). NBZ = Niichternblutzucker in 
mg%. n = normal; d = diabetisch. 














Blutplasma | Muskel | VRfir | G6Pim 
NBZ 
Glucosewerte Glucose Muskel 
n(8) 1840+ 260) 325+ 70 |17,9+3,87 |346 + 107 
unbelastet ¢t P<0,001 
d(6) |366 + 120) 6770+. 950) 819+ 205 /12,0+ 2,1 402 + 140 
n(5) 4430 + 1570} 682+ 185 |16,0+1,53 [570+ 76 
nach Glucose ¢ P< 0,05 
d(6) |384 + 133/16660 + 4230) 1846 + 233 |11,6-+-3,1  |622 + 152 
n(18) 2070 + 450 | 291 + 126 |13,8 + 4,64 (374 + 164 
nach Fructose* 
d(5) {386 + 105/13010 + 2380) 1557 + 455 |11,9+2,1 {470+ 55 











VR fiir 
Fructosewerte Sematien 
n(18) 2060 + 520) 334 -+ 164 |16,2 + 4,94 
nach Fructose* ¢ P< 0,05 

















d(5) |386 + 105) 3570 + 1510} 349 + 188 |10,0 + 3,2 


* Versuchsreihen, bei denen Glucose und Fructose gleichzeitig bestimmt wurden. 


Der G6P-Gehalt ist im Muskel diabetischer Tiere nicht kleiner als 
normal. Nach Glucosebelastung kommt es sowohl bei normalen wie 
diabetischen Tieren zu einem signifikanten Anstieg des G6P (P < 0,01 
bzw. 0,05). Bei verainderter Glucosepenetration andern sich also auch 
die G6P-Spiegel im Muskel (s. 1. c.5). Nach Fructosebelastung ist der 
ne . VIL. Mitteil.: H. Frunder, G. Richter u. H. Bérnig, diese Z. 318, 55 

1958]. 
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Muskel-G6P-Gehalt in beiden Reihen unveriindert. Dies ist ein Hinweis 
dafiir, daB die Glucoseaufnahme durch den Muskel in Gegenwart von 
Fructose im Extrazellularraum nicht wesentlich veraindert sein kann. 

Der in einigen Kontrollversuchen gleichzeitig mitbestimmte Fruc- 
tose-6-phosphat-Gehalt des Muskels ist kleiner als 59% des G6P-Wertes. 
Er wird durch eine Fructosebelastung nicht verindert. Eine spezifische 
Bestimmung von Fructose-1-phosphat im Muskel mit gereinigter Leber- 
Phosphofructaldolase gelang bisher nicht befriedigend, so daB die Fruc- 
toseergebnisse in geringem Umfang durch eventuell vorhandenes Fruc- 
tose-1-phosphat verindert sein kénnen. 


II. Glucose und Fructose in der Leber 


Erhéht man durch Glucose- oder Fructosebelastung den Gehalt 
dieser Substanzen im Blutplasma, so findet man eine etwa parallele Er- 
héhung in der Leber. Erniedrigt man umgekehrt durch Insulingaben 
die Plasmaglucose-Konzentration, so geht dies einer Erniedrigung in 
der Leber parallel (s. Abb. 1). Die Mengen in ug/g Frischgewicht bzw. 
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Abb. 1. Gehalt an Glucose und Fructose im Plasma des peripheren Blutes und in 
der Leber bei normalen und alloxandiabetischen Tieren. Die Untersuchung der 
belasteten Tiere erfolgte jeweils 30 Min. nach der Verabreichung. 

= ohne Belastung; G = Glucose; GI = Glucose + Insulin; P = G6P; PI = 
G6P + Insulin; F = Fructose; FI = Fructose + Insulin. Leere Saiulen: normale 
Tiere, schraffierte Saulen: diabetische Tiere. Die Streuung der Reihen ist als sx 
eingetragen. Zahl der Versuche in ( ). 
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ml Blutplasma stellen jedoch kein geeignetes MaB fiir die Beurteilung 
der Verteilung zwischen Extra- und Intrazellularraum dar. Die Werte 
der Abb. 1 wurden daher nach den Angaben des methodischen Teils in 
Konzentrationen pro ml intrazelluliren Leberwassers (C;) und ml Plasma- 
wassers von Pfortaderblut (C's) umgerechnet (s. Tab. 2). Der Quotient 
Ci/Cs gibt AufschluB iiber die Vollstaindigkeit der Verteilung beider 
Zucker zwischen Extra- und Intrazellularraum der Leber. 


Tab. 2. Glucosekonzentrationen im intrazellulairen Leberwasser (C,) und im Plasma- 
wasser des Pfortaderblutes (Cg) in ~Mol/ml bei normalen und alloxandiabetischen 
Mausen vor und 30 Min. nach einer subcutanen Injektion von 0,7 ml 16proz. Glu- 
cose- bzw. Fructoselésung oder etwa 150 mg G6P-Na-Salz ohne oder mit gleich- 
zeitiger Injektion von Insulin. Zur Berechnung (s. Methodik) wurden die Werte der 
Abb. 1 verwendet. Daneben der Quotient C,/Cg als Ma8 fiir die Verteilung zwischen 
Extra- und Intrazellularraum der Leber. NBZ = Niichternblutzucker in mg%. 






































normal diabetisch 
C; Cs C;, [Cs NBZ | C; Cs C/Cs 
unbelastet 10,9 {12,3 | 0,89 388 | 42,6] 43,7 |1,02* + 0,32 (10) 
¢t P< 0,02 
nach Glucose | 20,5 |24,0 | 0,98* + 0,26 (9)} 428 |74,1|102,7 |0,69* + 0,28 (10) 
nach Glucose { P<0,05 
+ Insulin |10,8 |11,7 | 0,92 371 |33,5| 34,4 |1,04* + 0,41 (9) 
nach Fructose} 10,4 |10,3 | 1,01 428 |71,0| 68,3 {1,04 
nach Fructose 
+ Insulin 7,06} 6,94] 1,02 419 |19,0] 15,45]1,23 
nach G6P 12,3 {14,3 | 0,86 440 | 49,2] 45,6 {1,08 
nach G6P 
+ Insulin 1,45] 5,0 | 0,29 853 {11,1} 11,3 |0,98 


* Cj/Cg ist aus den Einzelwerten der Versuchsreihe berechnet. Die anderen Quotienten Cj/Cs 
sind aus den Mittelwerten berechnet. Sie weichen entsprechend der Streuung der Reihe etwas von 
dem Mittelwert ab, der aus den Einzelversuchen berechnet ist. 


a) normal 

Bei normalen Tieren ist der Quotient C;/Cs fiir Glucose in allen Be- 
lastungsreihen mit und ohne Insulin nahe 1,0 und etwa ebenso groB wie 
vor der Belastung. Diese Quotienten zeigen an, da® die intrazelluliren 
Glucosekonzentrationen ebenso groB sind wie die extrazelluliren und 
sich parallel zueinander verindern. Es be.teht fiir die Penetration der 
Glucose in die Zelle offenbar keine Barriere in der Leberzellmembran. 
Die hiervon teilweise abweichenden Ergebnisse der X. Mitteilung? kén- 
nen damit erklirt werden, daB dort die Serumgluco:e kolorimetrisch 
bestimmt wurde, wihrend die Be timmung jetzt direkt im Blutplasma 
und mit der gleichen enzymati:chen Methode wie in der Leber erfolgte. 
Damals wurden auch nicht die Konzentrationsunterschiede zwischen 
peripherem und Pfortaderblut beriicksichtigt. 

Eine gewisse Unsicherheit bei diesen Konzentrationsvergleichen ist darin be- 
griindet, daB die Glucosekonzentrationen im Extrazellularraum der Leber gleich der 
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des Pfortaderblutplasmas gesetzt sind. Dabei ist die Vermischung des Pfortader- 
blutes mit Leberarterienblut nicht beriicksichtigt. Sie wird auf etwa 20% geschatzt 
Wenn diese Annahme richtig ist, kann die Veranderung der Glucosekonzentrationen 
im Pfortaderblut durch Vermischung mit Leberarterienblut nicht groB sein. Diese 
geringe Unsicherheit lat die Méglichkeit offen, daB unsere extrazellularen Glucose- 
konzentrationen etwas zu hoch angesetzt sind und die intrazellulaire Glucosekonzen- 
tration doch ein wenig iiber der extrazellularen liegt. 

Die einzige gréBere Abweichung vom Faktor | findet sich in dei 
Gruppe der normalen Tiere, die G6P zusammen mit Insulin erhielten. 
In dieser Gruppe finden sich der niedrigste Plasmaglucosespiegel und 
ein sehr niedriger Quotient C;/Cs von 0,29. Offenbar ist in diesem Falle 
der Glucoseverbrauch durch die Leber gréBer als der Glucosenachstrom 
durch Diffusion aus dem Extrazellularraum. 

Die Verteilung der Fructose ist bei normalen Tieren in der Leber 
ebenso vollstiindig wie die der Glucose, denn der Quotient ist ebenfalls 
nahe | (s. Tab. 3}. Die Verteilung der Glucose wird durch Fructose- 
belastung nicht verindert. Dies ist ein weiterer Hinweis dafiir, daB die 
Leberzellmembran fiir Glucose und Fructose frei permeabel ist. 


Tab. 3. Fructosekonzentrationen im intrazelluliren Leberwasser (Cj) und im 

Plasmawasser des Ptortaderblutes (Cg) in «Mol/m/ bei normalen und alloxandiabe- 

tischen Mausen vor und 30 Min. nach einer subcutanen Injektion von 0,7 ml 16proz. 

Fructoselésung ohne oder mit gleichzeitiger Injektion von Insulin. Zur Berechnung 

(s. Methodik) wurden die Werte der Abb. 1 verwendet. Daneben der Quotient C;/Cg 
als MaB fiir die Verteilung zwischen Extra- und Intrazellularraum der Leber. 





| Cj | Cs C/Cs 





16,8 | 16,7 {1,11 + 0,546* (10) 
13,3 | 11,2 {1,19 + Pw 0,02 
8,8 | 14,6 10,55 + 0,334* (7) 

+ P< 0,02 
16,8 | 18,3 |0,93 + 0,23* (9) 


normal nach Fructose . Be 
normal nach Fructose + Insulin 
diab. nach Fructose . 














diab. nach Fructose + Insulin 
* Vgl. Anmerkung zu Tab. 2. 


b) diabetisch 

Bei diabetischen Tieren liegen teilweise abweichende Verhiiltnisse 
vor. In den diabetischen Versuchsreihen, in denen die Plasmaglucose- 
Konzentrationen nach Belastung (Glucose + Insulin, G6P, G6P + Insu- 
lin) gleichbleiben oder absinken, liegt der Quotient Ci/C's ebenfalls sehr 
nahe bei 1 wie bei den unbelasteten diabetischen und den normalen 
Tieren, d.h. auch bei Diabetes ist unter diesen Bedingungen die Vertei- 
lung der Glucose zwischen Extra- und Intrazellularraum der Leber voll- 
stiindig. Die Sicherheit dieses Quotienten ist gréBer als bei normalen 
Tieren, da bei Diabetes keine signifikanten Konzentrationsunterschiede 
zwischen peripherem und Pfortaderblutplasma bestehen. 

Fiir den gréBeren Quotienten nach Fructose + Insulin lieB sich bis- 
her keine befriedigende Erklirung finden. 

Nach Glucosebelastung steigt der Plasmaglucosespiegel rasch auf 
sehr hohe Werte an (Tab. 2). Die Konzentration im intrazelluliren Leber- 
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wasser folgt jedoch nicht entsprechend, so daB der Quotient Ci/Cs mit 
0,69 signifikant kleiner ist als bei normalen Tieren unter der gleichen 
Belastung (P < 0,05) und auch kleiner als bei diabetischen Tieren vor 
Belastung (P < 0,02). Bei gleichzeitiger Gabe von Glucose und Insulin 
ist wieder ein normaler Quotient vorhanden. 

Bei dem sehr steilen Anstieg des Plasmaglucosespiegels nach Glu- 
cosebelastung scheint die Glucosepenetration vom Blut in den diabetisch 
kleineren Extrazellularraum der Leber oder aber von extra- nach intra- 
zellulir verzégert zu sein. Fiir die vollstiindige Gleichgewichtseinstellung 
wird offenbar lingere Zeit gebraucht als normal. Dies ist nicht spezifisch 
fiir Glucose. Man findet auch nach Fructosebelastung eine ebenso un- 
vollstiindige Verteilung im intrazellularen Leberwasser fiir Fructose. 
Insulin stellt auch in diesem Falle die normale Verteilung wieder her 
(P < 0,02, Tab. 3). 

Bei normalen Tieren werden Plasma- und Leberglucosespiegel durch 
die Fructosebelastung nicht verindert. Bei diabetischen Tieren jedoch 
steigen danach die Glucosespiegel in Plasma und Leber sehr stark an. 
In der Leber werden Werte erreicht wie nach einer aiquimolekularen 
Glucosebelastung. Daraus ist zu schlieBen, daB die diabetische Leber 
bei groBem Angebot die Fructose nicht normal verwerten kann, sondern 
sie zum Teil in Glucose iiberfiihrt (s. hierzu auch 1. ¢.6, dort weitere Lite- 
ratur). Es stimmt auch mit unseren G6P-Befunden iiberein, dab die 
diabetische Leber Fructose nicht in normaler Weise verwertet (s. niich- 
ster Abschnitt). 


III. Glucose-6-phosphat-Konzentrationen in der Leber 


Die G6P-Konzentrationen normaler Tiere (s. Abb. 2) sind vor einer 
Belastung mit Glucose genauso groB wie nach Belastung mit Glucose 
oder Glucose + Insulin. Die G6P-Konzentration der normalen Leber ist 
also auch bei unterschiedlichem Glucoseumsatz unverindert. Daraus 
laBt sich schlieBen, daB der Umsatz der Glucose durch die Hexokinase- 
reaktion limitiert ist und intrazellulir entstandenes G6P rasch in andere 
Stoffwechselwege abflieBt. Nach Fructosebelastung und nach Fructose + 
Insulin sind die G6P-Werte etwas héher als nach Glucose und Glucose + 
Insulin, jedoch nicht deutlich signifikant. 

Bei diabetischen Tieren ist die G6P-Konzentration ebenso groB wie 
bei normalen Tieren. Sie wird auch durch Glucosebelastung nicht ver- 
iindert. Bei Belastung mit Fructose steigt die G6P-Konzentration* 
héher als vor Belastung (P < 0,001) und héher als bei normalen Tieren 
nach Fructosebelastung (P < 0,01). Gleichzeitige Gabe von Insulin er- 
niedrigt nach Glucose- (P = 0,002) oder Fructosebelastung (P < 0,01) 
den G6P-Spiegel. 


* F6P und FIP reagieren in unserem Testsystem nicht mit. 
6 F. Leuthardt, in ,,Neuere Ergebnisse aus Chemie und Stoffwechsel der 
Kohlenhydrate“, S. 1ff., Springer-Verlag, Heidelberg 1958. 
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Wir deuten diese Resultate in folgender Weise: Neben anderen Sté- 
rungen ist in der diabetischen Leber auch der AbfluB des G6P gestért. 
Insulin hebt diese Stérung auf. Um weitere Hinweise fiir die Richtigkeit 
dieser Annahme zu gewinnen, fiihrten wir G6P-Belastungen durch. Wir 
hofften, daB durch das gréBere G6P-Angebot die vermutete Abflub- 
stérung deutlicher sichtbar wiirde. 

Abb. 3 zeigt die G6P-Mengen in Plasma und Leber nach G6P-Be- 
lastung mit oder ohne Insulin. Schon bei dieser Art der Darstellung ist 
zu erkennen, da trotz groBem extrazellulirem G6P-Angebot die intra- 
zelluliren G6P-Konzentrationen nur gering ansteigen. Es liegt sicher 
keine vollstandige Verteilung zwischen extra- und intrazellulirem Leber- 
wasser vor, wie bei der freien Glucose. Zur sicheren Beurteilung der intra- 
zellularen Verhaltnisse wurden alle G6P-Mengen pro g Leber umgerech- 
net in wMol G6P pro mi intrazelluliren Leberwassers (s. Tab. 4). Die 
Berechnung erfolgte in gleicher Weise wie fiir die intrazellularen Glucose- 
konzentrationen (s. Methodik). 
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Abb. 2 Abb. 3 
Abb. 2. Gehalt der Leber an Glucose-6-phosphat bei normalen und diabetischen 
Tieren (gleiche Versuchsreihen und gleiche Beschriftung der Saulen wie in Abb. 1). 
Die Signifikanzen zwischen den Saulen sind als P-Werte eingetragen. 

Abb. 3. Plasma- und Leber-G6P-Spiegel bei normalen und diabetischen Tieren nach 
Belastung mit G6P oder G6P + Insulin (gleiche Versuchsreihen und gleiche 
Beschriftung wie in Abb. 1). 

Bei normalen Tieren wird die intrazelluliire G6P-Konzentration 
durch G6P-Belastung iiberhaupt nicht verindert, bei diabetischen Tieren 
jedoch auf fast das Doppelte des Wertes der unbelasteten Tiere und der 
normalen G6P-belasteten Tiere erhéht. Auch diese Versuchsreihe zeigt, 
daB die weitere Verwertung des intrazelluliren G6P bei diabetischen 
Tieren gestért sein muB. Gibt man gleichzeitig Insulin, so sinkt die intra- 
zellulire G6P-Konzentration in beiden Reihen bis auf ~ 0 ab. Insulin 
beseitigt also bei diabetischen Tieren rasch diese Verwertungsstérung 
und beschleunigt auch bei normalen Tieren das AbflieBen des G6P in 
andere Stoffwechselwege. 
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Tab. 4. G6P-Konzentrationen in ~Mol/ml intrazell. Leberwassers (Cj) bei normalen 

und alloxandiabetischen Mausen vor und nach Belastung mit Glucose, Fructose 

oder G6P-Na-Salz mit oder ohne gleichzeitige Insulingabe. Zur Berechnung (s. Me- 

thodik) wurden die Mittelwerte aus den Abb. 2 u. 3 verwendet. Der Plasma-G6P- 

Wert wurde nach einigen orientierenden Bestimmungen in allen Versuchsreihen 
— auBer nach G6P-Belastung — gleich 0 gesetzt. 














C; normal C; diabetisch 

ohne Belastune. . 2. kw 0,53 0,50 
WRG NSIUOORG.. 6% Ke 0,48 0,68 
nach Glucose + Insulin . ........ 0,68 0,27 
Maoh MTUuChOse «6 6 wt tl 0,70 0,97 
nach Fructose + Insulin. ........ 0,95 0,62 
COMO oA a a 0,56 0,95 
nach G6P + Insulin. .......... ~0 ~0 


In der diabetischen Leber wird nach Belastung mit Fructose sehr 
viel Fructose in Glucose iibergefiihrt. Gleichzeitig steigt der G6P-Spiegel 
sehr stark an. Nach diesen Befunden kann man annehmen, daB dabei 
mehr Glucose aus G6P durch die Glucose-6-phosphatase gebildet wird 
(s. hierzu 1. c.’). Belastung mit G6P erhéht jedoch den Glucosespiegel in 
der diabetischen Leber nicht, obwohl dadurch der intrazellulire G6P- 
Spiegel in gleicher Weise erhéht wird wie nach Fructosebelastung. Dieser 
scheinbare Widerspruch lit sich mit der Annahme erkliiren, daB das 
der Leber iiber den Blutweg zuflieBende G6P in einem anderen Reaktions- 
raum der Zelle umgesetzt wird als intrazellulir entstandenes. Hierfiir 
sprechen auch die Befunde von Shaw und Stadie’®. 

Bei normalen Tieren steigt die intrazellulare G6P-Konzentration 
nach G6P-Belastung nicht an. Dies fiihrt zu der Frage, ob injiziertes 
G6P iiberhaupt durch die normale Leberzellmembran penetriert. Eine 
Klairung erreichten wir durch gleichzeitige Bestimmung der MS- und 
BTS-Werte in der Leber, die zeigen, daB sowohl bei normalen wie bei 
diabetischen Tieren G6P in den Intrazellularraum der Leber penetriert 
(s. naichster Abschnitt). 


IV. Milchsiure und Brenztraubensidure in der Leber 


In der normalen Leber findet man nach G6P-Belastung bei unver- 
iindertem intrazellulirem G6P-Spiegel einen signifikanten Anstieg der 
MS- und BTS-Konzentrationen wie nach iquimolekularer Glucose- 
belastung (s. Tab. 5). G6P muB also durch die Zellmembran penetrieren. 
Da aber die intrazellulire G6P-Konzentration gleich bleibt, muB es ent- 
sprechend der Penetrationsrate umgesetzt werden. 

In der diabetischen Leber findet man nach G6P-Belastung einen 
signifikanten Konzentrationsanstieg des intrazelluliiren G6P (s. Tab.4). 

7 J. Ashmore, A. B. Hastings, F. B. Nesbett, A. F. Renold, J. biol. 
Chemistry 218, 77 [1956]. 

8 W.N. Shaw u. W.C.Stadie, J. biol. Chemistry 227, 115 [1957]; 234, 
2491 [1959]. 
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Die MS-Konzentrationen steigen ebenfalls an, etwas mehr als nach 
Glucosebelastung, aber nicht so stark wie nach Glucose + Insulin bzw. 
G6P + Insulin. Daraus ist zu schlieBen, daB die diabetische Stérung in 
der Leber nicht allein in einer gehemmten Glucosephosphorylierung zu 
suchen ist, sondern daB auch zur normalen Verwertung des G6P Insulin 
notwendig ist. 

Die BTS-Werte in der diabetischen Leber zeigen nach Glucose + 
Insulin und nach G6P keine Unterschiede zur zugehérigen Normalreihe. 


Tab. 5. MS- und BTS-Werte in der normalen und diabetischen Leber vor und nach 
Belastung mit G6P bzw. G6P + Insulin in ug/g Frischgewicht. Mittelwerte +- s. 
Zahl der Bestimmungen in (). Zum Vergleich sind (ohne statistische MaBzahlen) 
die Werte vor und nach Glucose- und Glucose + Insulin-Belastung aus der XI. Mit- 
teil. eingetragen. Bei den mit * versehenen Reihen sind die BTS- und MS-Werte 
im Blut die gleichen wie nach Belastung mit Glucose oder Glucose + Insulin. Die 
dargestellten Werte charakterisieren daher auch die intrazellularen Konzentrationen 
(s. hierzu 1. ¢.%). 























MS BTS 
normal diabetisch normal diabetisch 
unbelastet - . . {118 156 12,9 6,1 
nach Glucose . . {196 156 24,1 7,9 
nach Glucose ~ 
+ Insulin . . |253 279 19,7 21,0 
P = 0,05 
| 
nach G6P* . . . {223 + 70 (10)| 208 + 35 (9)| 29,8 -- 8,5 (10) | 20,8 + 3,36 (9) 
4 
P = 0,001 
nach G6P } 
+ Insulin*. . | — 329 + 65 (4)| — 24,5 + 6,59 (4) 
Diskussion 


Im Muskel ist das Vorkommen der Fructose ebenso wie das der 
Glucose auf den extrazelluliiren Raum beschrinkt. Der extrazellulire 
Raum des Muskels und parallel dazu der Verteilungsraum fiir Glucose 
und Fructose sind bei diabetischen Tieren kleiner als normal. Die Glucose- 
aufnahme durch Muskel scheint durch gleichzeitige Anwesenheit von 
Fructose im Extrazellularraum nicht veriindert zu sein. Eventuell hingt 
das damit zusammen, da Fructose vom Muskel nur langsam umgesetzt 
wird (s. auch 1. ¢.§). 

Die Leberzellmembran ist bei normalen Tieren keine Barriere fiir 
die Glucose- und Fructosepenetration, denn beide Zucker verteilen sich 
rasch und vollstindig zwischen extra- und intrazellulirem Leberwasser. 
Bei diabetischen Tieren ist die Verteilung von Glucose und Fructose 
nach entsprechender Belastung unvollstiindig. Hierfiir gibt es zwei Deu- 
tungsméglichkeiten: 1. Die Penetration von Glucose und Fructose aus 
dem Blut in den Extrazellularraum oder aber von extra- nach intra- 
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zellulir ist bei Diabetes verlangsamt, und 2. Die Penetration nach intra- 
zellulir ist normal. Es bestehen jedoch bei Diabetes intrazelluliire Bar- 
rieren, so daB nicht alle Reaktionsriume der Zelle von den beiden Hexosen 
normal erreicht werden. Die G6P-Befunde sprechen fiir die zweite Még- 
lichkeit. Insulin beseitigt bei beiden Zuckern rasch diese Stérung. 

Die G6P-Konzentrationen sind in der normalen Leber vor und nach 
Belastung mit Glucose, Fructose, Glucose + Insulin und G6P unver- 
iindert. Intrazellulir entstandenes und von auBen zugefiihrtes G6P flie- 
Ben also auch bei unterschiedlichen Bildungsraten rasch in andere Stoff- 
wechselwege ab. Bei Diabetes sind die G6P-Konzentrationen nach Glu- 
cose-, Fructose- und G6P-Belastung héher als in der zugehérigen Nor- 
malreihe. Bei Diabetes flieBt also das G6P nicht entsprechend der Bil- 
dungs- bzw. Penetrationsrate in andere Stoffwechselwege ab wie normal. 
In der diabetischen Leber wird durch Insulin 1. die erhéhte G6P-Kon- 
zentration auf extrem niedrige Werte gesenkt und 2. die MS-Konzen- 
tration gegeniiber den Versuchen ohne Insulin erhoht. 

FaBt man diese und frithere* diabetische Leberbefunde zusammen, 
so ergibt sich folgendes Bild: Nach Belastung mit Glucose, Fructose oder 
G6P sind im Intrazellularraum die Spiegel von Glucose, G6P und hy- 
drierten Pyridinnucleotiden hoch, die von MS und BTS dagegen niedrig. 
Insulin senkt die Spiegel von Glucose, G6P und hydrierten Pyridin- 
nucleotiden und erhéht die von MS und BTS. Auch der Fructosestoff- 
wechsel ist nicht normal. Dies ist schwer durch Stérung einer einzigen 
Fermentreaktion oder der Penetration in den Intrazellularraum hinein 
zu erkliren, wie das vielfach fiir die diabetische Stérung angenommen 
wird. Bei Diabetes findet man zwar die Aktivititen zahlreicher Fer- 
mente verindert®. Es kann sich dabei auch um sekundire Erscheinungen 
handeln, denn viele Enzymaktivitiiten der Leber aindern sich parallel 
zum Substratumsatz!®. Die primiire Ursache fiir den diabetisch veran- 
derten Substratumsatz kann dabei an ganz anderer Stelle liegen. Unsere 
Befunde sind Hinweise dafiir, daB der Transport von Glucose, Fructose, 
G6P und hydrierten Pyridinnucleotiden zwischen den intrazellularen 
Reaktionsriiumen erschwert ist und durch Insulin erleichtert wird (s. 
hierzu auch |. ¢.1!). Es ist noch nicht klar, an welchen intrazelluléren 
Strukturen Insulin angreifen kénnte. Neuere Befunde!? deuten darauf 
hin, daB es sich um einen Effekt an den Mitochondrienstrukturen han- 
delt. Zu dieser Frage sollen weitere direkte Untersuchungen unternom- 
men werden. 

Es ist bemerkenswert, daB ein Teil dieser bei Diabetes gefundenen 
Leberstérungen auch in der CCl,-geschidigten Leber nachweisbar ist. 


Frau I. Brad1| danken wir fiir fleiBige und zuverlassige Mitarbeit. 


® J. Ashmore u. G. Weber, Vitamins and Hormones 17, 92 [1959]. 

10 W. M. Fitch u. J. L. Chaikoff, J. biol. Chemistry 285, 554 [1960]. 

1 K. L. Manchester u. M. E. Krahl, J. biol. Chemistry 234, 2938 [1959]. 

2 J.C. Hall, L. A. Sordahl u. P. L. Stefko, J. biol. Chemistry 235, 1536 
[1960]. 
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Zusammenfassung 


1. Im Muskel normaler und diabetischer Tiere ist Fructose ebenso 
wie Glucose nur extrazellulir vorhanden. Der Verteilungsraum fiir Glu- 
cose und Fructose ist im diabetischen Muskel signifikant kleiner als 
normal. 

2. In der normalen Leber sind die Konzentrationen von Glucose 
und Fructose im extra- und intrazelluliren Leberwasser vor und nach 
Injektion von Glucose und Fructose gleich groB. In der diabetischen 
Leber sind die extra- und intrazelluliren Glucosekonzentrationen vor 
Belastung gleich groB, nach Belastung mit Glucose oder Fructose sind 
die intrazelluliren Glucose- und Fructosekonzentrationen kleiner als 
die extrazelluliren. Insulin stellt die normale Verteilung fiir beide Zucker 
wieder her. 

3. Nach Fructosebelastung wird in der normalen Leber die intra- 
zellulare Glucosekonzentration nicht verindert, in der diabetischen wird 
sie jedoch stark erhdht. 


4. Die Glucose-6-phosphat-Spiegel werden in der normalen Leber 
durch Belastung mit Glucose, Fructose und Glucose-6-phosphat nicht 
verindert, ‘bei Diabetes sind sie unter diesen Bedingungen erhoht. Insu- 
lin senkt die .erhéhten diabetischen Glucose-6-phosphat-Spiegel. 


5. Die Milchsiure- und Brenztraubensiure-Konzentrationen steigen 
in der normalen und diabetischen Leber nach Glucose-6-phosphat-Be- 
lastung genauso an wie nach Glucose-Belastung. 


6. Es wird diskutiert, daB die Leberzellmembran keine Barriere fiir 
die Glucose- und Fructosepenetration darstellt und Insulin den Stoff- 
austausch zwischen den verschiedenen intrazelluliren Reaktionsriiumen 
erleichtert. 


Summary 


1. In the muscle of normal and diabetic animals, fructose and 
glucose are only present extracellularly. The free space for glucose and 
fructose is significantly lower in diabetic — than in normal muscle. 

2. The intra- and extracellular concentrations of glucose and fructose 
in the liver are equal before and after injection of glucose and fructose. 
In diabetic liver, the extracellular glucose concentration is the same as 
the intracellular concentration until glucose or fructose is given, after 
which the intracellular concentrations of glucose and fructose become 
lower than the extracellular concentrations. Insulin restores the normal 
distribution of both sugars. 

3. Fructose dosage causes no change, in normal liver, in the intra- 
cellular glucose concentration, which, however, in diabetic liver, under. 
goes a marked rise. 
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4. The glucose-6-phosphate level in normal liver is not altered by 
the administration of glucose, fructose or glucose-6-phosphate. The same 
treatment causes a rise in the glucose-6-phosphate level of diabetic liver. 
Insulin lowers this increased glucose-6-phosphate level. 


5. Concentrations of lactic- and pyruvic acid increase in both normal 
and diabetic liver after dosing with glucose-6-phosphate or glucose. 


6. The possibility, that the liver cell membrane is freely permeable 
to glucose and fructose, and insulin facilitates the exchange of material 
between the various intracellular reaction spaces, is discussed. 


Dr. Klaus Thielmann, Physiologisch-Chemisches Institut der Universitat, 
Jena, Holzmarkt. 
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Uber Inhaltsstoffe des RoBkastaniensamens, II! 


Untersuchun en an einem neuen Sa ,0nIiN Kr toadscin‘* 
€ ) AKT 
Von 


Josef Wagner und Joachim Bosse 
Aus dem Forschungslaboratorium der Chemisch-Pharmazeutischen Fabrik Adolf Klinge & Co., Miinchen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 21. September 1960) 


Der Saponinanteil in wa8rig-alkoholischen Extrakten des RoB- 
kastaniensamens betrigt 20—25°,. Durch Cholesterinbehandlung gelingt 
es, einen Teil davon als hochhiimolytisches Ascin abzutrennen!. Dadurch 
verliert der Extrakt die himolytische Wirkung, nicht jedoch Schaum- 
kraft und bitteren Geschmack. Es war daher anzunehmen, daf die RoB- 
kastanie neben dem Ascin noch ein weiteres Saponin enthilt. In der vor- 
liegenden Arbeit beschreiben wir die Isolierung einer Verbindung, die 
sich vom Ascinmolekiil neben zwei zusiitzlichen Wasserstoffatomen durch 
einen weiteren Arabinoseanteil unterscheidet. Wir schlagen fiir diese Ver- 
bindung die Bezeichnung Kryptoiscin A vor, da sie bisherigen Unter- 
suchungen verborgen blieb. 

Kryptoiscin A kann aus cholesterinbehandeltem, saurem Rob- 
kastanienextrakt durch Butanolausschiittelung mit einer Ausbeute von 
etwa 10% des Extrakt-Trockenriickstandes gewonnen werden. Dieses 
unhiimolytische Saponin erhilt beim Erwiirmen in wiBriger Lésung 
himolytische Aktivitaét. Durch Umsetzung mit Cholesterin liBt sich davon 
ein stark himolytisches Kry ptoiscin B als Cholesterid abtrennen, das 
mit dem in Lésung verbliebenen Kryptoiiscin A in Molekulargewicht und 
Zusammensetzung identisch ist, sich aber in optischer Drehung und 
himolytischer Aktivitiét unterscheidet. 


Alkalische Hydrolyse des Kryptoiscins 

Bei der alkalischen Hydrolyse erhilt man ein nicht hiimolysierendes 
Produkt, das wir analog dem Ascinol als Kryptoiscinol bezeichnen. 
In der Verseifungslésung konnten Essigsiiure und Tiglinsiiure nachge- 
wiesen werden. Beide Kryptoiiscinformen lieferten das gleiche Krypto- 
iiscinol, dessen Titration mit 0,ln NaOH ein Molekulargewicht von 1111,1 
(ber. 1111,3) ergibt. 

Saure Hydrolyse des Kryptoiscins 

Bei der sauren Hydrolyse wurden papierchromatographisch Xylose, 
Arabinose, Glucose und Glucuronsiiure nachgewiesen. Wie wir bereits 
beim Ascin fanden, entstehen neben den freien Zuckern je nach Hydro- 


1 1. Mitteil.: J. Wagner u. J. Bosse, diese Z. 320, 27 [1960]. 
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lvysengrad wechselnde Mengen an Sapogeninen. Eine vollstiindige Ab- 
spaltung der Zucker vom Aglykonanteil war mit 2n HCI bereits durch 
2stdg. Erhitzen auf 100° zu erreichen. Dies konnte bequem durch Aus- 
waage des wasserunléslichen Aglykonanteils bestimmt werden. Zur 
quantitativen papierchromatographischen Bestimmung von Xylose, Ara- 
binose und Glucose verwendeten wir als Hydrolysenlésung statt 2n HCl 
eine 50proz. Ameisensiure, da diese einen geringeren Abbau der Zucker 
verursachte. Wihrend Glucose und die Pentosen mit beiden Hydrolysen- 
lésungen abgespalten werden konnten, gelang es, die Glucuronsiure nur 
mit 2n HCl vollstindig zu hydrolysieren. 


Darstellung des Aglykons 
Das durch alkalische Hydrolyse gewonnene Kryptoiiscinol wurde mit 
Salzsiure zum Aglykon gespalten, das nach sorgfiltiger Reinigung, aus 
Methanol umkristallisiert, in der Elementaranalyse einem um zwei 
Wasserstoffatome reicheren Ascigenin entsprach. Die acetylierte Form 
war ebenfalls in der Zusammensetzung mit hydriertem Ascigenin-tetra- 
acetat zu vergleichen. Nach Cainelli? gehért Ascigenin zur B-Amyrin- 
gruppe, die eine Doppelbindung in 12-Stellung enthalt. Wir nehmen an, 
daB im Aglykon des Kryptoiiscins keine Doppelbindung vorhanden ist. 

Weitere Untersuchungen sollen diese Frage kliren. 


Frau Hannelore Hildenbrand sowie Fraulein Helga H6lzel und Fraulein 
Karin Klein danken wir fiir die zuverlassige und f!eiBige experimentelle Hilfe. 


Beschreibung der Versuche 


A. Isolierung des Saponins 

1. Kryptoascin A: 101 10proz. RoBkastanienextrakt wurden, nach Behand- 
lung mit Cholesterin!, bei 0—5° auf py 2 angesiuert und der dabei entstehende Nie- 
derschlag abzentrifugiert. Der Uberstand wurde viermal mit je 2 1 n-Butanol aus- 
geschiittelt und in den vereinigten Extrakten der Niederschlag gelést. Die Butanol- 
lésung wurde nach viermaligem Waschen mit je 1 1 Wasser im Vak. eingeengt, der 
blaBgelbe Riickstand in 2 1 Methanol gelést und so lange mit Aktivkohle behandelt, 
bis die Lésung farblos war. Das Methanol wurde im Vak. abgezogen und der Riick- 
stand bei héchstens I Torr iiber P,O, getrocknet. Ausb. 105 g Kryptoascin A. 
WeiBes, amorphes, stark hygroskopisches Pulver vom Schmp. 218—220°. 


(59H 4O.;* HO (1253,4) Ber. © 56,55 H 7,72 Aquiv.Gew. 417,8* 
Gef. C 56,54 H7,74 Aquiv.Gew. 418,5 


* Bezogen auf den molaren Verbrauch von 0,1n NaOH bei der Verseifung. 


[x]>’: — 7,9° (c = 5, in absol. Methanol); HI** = 1:0; Rr 0,5 in Essigester/Amei- 
sensiure/Wasser 10:2:3 (vgl. 1. c.1). Leicht léslich in Methanol, maBig léslich in 
Athanol und Wasser, schlecht léslich in Aceton und unléslich in Ather und Kohlen- 
wasserstoffen. Aus waBriger Lésung durch Mineralsaure fallbar. Bildet in waBriger 
Lésung noch in Verdiinnung von 1:20000 kraftig Schaum. Die Substanz schmeckt 
bitter und reizt die Schleimhaute heftig. Durch Neutralisation mit einer aqui- 
molaren Menge Natronlauge wird das Natriumsalz NaC;,H,,0,,-H,O vomSchmp. 
255—257° erhalten. 


2 G. Cainelli, Helv. chim. Acta 40, 2390 [1957]. 
** Hamolytischer Index. 
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2. Kryptoascin B: 500 ml einer waBrigen Lésung von 20 g des Natrium- 
salzes von Kryptoascin A wurden | Stde. gekocht, anschlieBend mit 100 g auf 
geschlammtem Cholesterin in 1,5 1 Wasser versetzt und 1 Stde. bei 90° gerithrt. Der 
wasserunldsliche Saponin-Cholesterin-Niederschlag wurde abzentrifugiert und nach 
dem Waschen mit kaltem Wasser an der Luft bei Z immertemperatur getrocknet. 
Das staubfeine Pulver wurde nach sechsmaligem Behandeln mit je 500 ml Ather 
noch 170 Stdn. im Soxhlet extrahiert. Der Riickstand wurde in 100 ml Wasser auf- 
genommen und nach Filtration iiber einen Kationenaustauscher (30 ml Dowex- 
50X4) gegeben. Die sauer abflieBende Lésung wurde im Vak. eingeengt und der 
Riickstand bei héchstens 1 Torr iiber P,O; getrocknet. Ausb. 5,9 g Kryptoascin 
B. Wei8es, amorphes, stark hygroskopisches Pulver vom Schmp. 217—219°. 


(59H 402," H,O (1253,4) Ber. © 56,55 H 7,72 Aquiv.Gew. 417,8* 
Gef. C 56,89 H 7,73 Aquiv.Gew. 418,5 
* Bezogen auf den molaren Verbrauch von 0,1n NaOH bei der Verseifung. 
fal: —15,7° (c = 5, in absol. Methanol); HI = 1:18000. In allen anderen Eigen- 
schaften identisch mit Kryptoascin A. 


B. Alkalische Hydrolyse des Kryptoascins 
10 g Kryptoascin wurden in der gleichen Weise, wie bei der Darstellung des 
Ase inols beschrichen", oe “ wurden 6,5 g Kryptoascinol als weiBes 
erhalten. 
C4sHg,0,4H,0 aiiee Ber. (56,22 H7,80 Aquiv.Gew. 1111,3* 
Gef. € 55,95 H 7,89 Aquiv.Gew. 1111,1 


* Bezogen auf den molaren Verbrauch von 0,1n NaOH bei der Neutralisation. 





[x i : —13,5° (c = 5, in absol. Methanol); HI = 1:0. Ry-Wert! 0,32. Leicht léslich 
in Methanol, schwer léslich in Wasser und unléslich in Ather und Kohlenwasser- 
stoffen. Besitzt weder Schaumkraft noch Hamolyseaktivitat, schmeckt schwach 
bitter und reizt die Schleimhaute nicht. Aus Methanol lat sich durch Neutralisation 
mit einer 4quimolaren Menge NaOH und anschlieBendem Einengen im Vak. das 
Natriumsalz NaC,,H,,0,,-H,O vom Schmp. 257—260° gewinnen. 

Die durch Verseifung abgespaltene Essig- und Tiglinsiure wurden aus der an- 
gesiuerten Lésung mit Ather extrahiert und nach den bereits beschriebenen Me- 
thoden nachgewiesen (vgl. I.c.1, Tab. 4). 


C. Saure Hydrolyse des Kryptoascins 

1. In Salzsaure: 0,5 mMol Kryptoascin in 25 m/ Athanol wurden mit 25 ml 
4n HCl versetzt und 2 Stdn. in kochendem Wasserbad erhitzt. Ausbeute an zucker- 
— Saponin: Ber. 50,8%, Gef. 51,1°% 

In Ameisensaure: 0,5 mMol —, in in 25 ml Wasser wurden mit 

25 we 98—100proz. Ameisensaure versetzt und 2 Stdn. in kochendem Wasserbad 
erhitzt. 

Beim papierchromatographischen Nachweis der Zucker wurde aufer den in 
der I. Mitteil.! (Tab. 2) angegebenen Substanzen ein Zucker gefunden, dessen R p- 
Wert 0,49 mit dem der Arabinose iibereinstimmte. Das Ergebnis der quantita- 
tiven Zuckerbestimmung! zeigt die Tabelle. 


Molarer Zuckeranteil des Kryptoascins. 











Hydrolysendauer Xylose* Arabinose* Glucose* | Glucuronsaure** 
1 Stde. 0,7 0,3 0,8 0,7 
2 Stdn. 0,8 0,7 0.9 0,5 








* Nach Hydrolyse mit 50 proz. Ameisensiiure. ** Nach Hydrolyse mit 2n HCl. 
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D. Darstellung von Kryptoascigenin 


20 g Kryptoascinol wurden mit 400 mi 5proz. Salzsiure in alkoholisch- 
waBriger Lésung 24 Stdn. unter RiickfluB gekocht, das Lésungsmittel abdestilliert 
und der Riickstand so lange mit Wasser gewaschen, bis keine Salzsiure mehr nach- 
weisbar war. Nach dem Trocknen wurde im Soxhlet mit Ather erschépfend extra- 
hiert, der unldsliche Teil in 250 m/l Methanol aufgenommen und so lange mit Aktiv- 
kohle behandelt, bis die Lésung farblos war. Aus der auf etwa ein Viertel eingeeng- 
ten Lésung fielen in der Kalte nach 24 Stdn. nadelférmige Kristalle aus, die nach 
mehrfachem Umkristallisieren bei 302—304° schmolzen. 


C5950; (490.7) Ber. (73,42 H10,27  Gef. © 73,15 H 10,11 


E. Acetylierung von Kryptoascigenin 

2 g Kryptoascigenin wurden in 10 m/l warmem Pyridin gelést und nach dem 
Abkihlen mit 20 ml Essigséureanhydrid versetzt. Nach 12stdg. Stehenlassen bei 
Zimmertemperatur wurde die Losung in Wasser gegossen, mit Ather extrahiert und 
die atherische Lésung mit kalter verdiinnter Salzsiure und Wasser gewaschen. Der 
Ather wurde abgedampft und der weiBe Riickstand in Methanol aufgenommen. In 
der Kalte schieden sich blattchenformige Kristalle ab, die nach mehrfachem Um- 
kristallisieren bei 203—204° schmolzen. 


Kryptoascigenin-tetraacetat 


CygH530, (658,9) Ber. C 69,28 H8,87 Aquiv.Gew. 164,7* 
Gef. C 69,91 H8,70 Aquiv.Gew. 163,0 


* Bezogen auf den molaren Verbrauch von 0,1n NaOH bei der Verseifung. 


Zusammenfassung 


Aus Rofkastanienextrakt wurde, nach Abtrennung des hochhimo- 
lytischen Saponins Ascin mittels Cholesterins, durch Siurefillung das 
unhimolytische Saponin Kryptoascin A isoliert. Es enthalt neben 
Kryptoiscigenin «-Methyl-f-hydroxy-buttersiure, Essigsiure und Was- 
ser, sowie je 1 Mol Xylose, Arabinose, Glucose und Glucuronsiure. 

Kryptoiscin A, Mol.-Gew. 1253,4, liBt sich in eine haimolytische 
Form (Kryptoiscin B) iiberfiihren. Beide Verbindungen sind identisch 
in Molekulargewicht und Zusammensetzung, unterscheiden sich aber in 
optischem Drehwert und hiimolytischem Index. 


Summary 


Cryptoescin A, a non-hemolytic saponin, has been isolated, by acid 
precipitation, from extract of horse-chestnut, from which the highly 
hemolytic saponin escin was first removed with cholesterol. 

Cryptoescin A contains, together with cryptoescigenin, «-methyl- 
f-hydroxy-butyric acid, acetic acid, water, and 1 mole each of xylose, 
arabinose, glucose and glucuronic acid. 

It has a molecular weight of 1253.4 and can be converted to a 
hemolytic form (cryptoescin B). Both compounds have the same mole- 
cular weight and composition, but are distinguished by their optical 
rotation and hemolytic index. 


Dr. Josef Wagner, Miinchen 22, Triftstr. 6/V. 
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Uber die C,,- und C,,-Polyensauren der Glycerinphosphatide 
von Rindernebennieren 
Von 
?- Klenk und D. Eberhagen 
Aus dem Physiolozisch-Chemischen Institut der Universitit K6ln 


(Der Schrift‘eitung zugegangen am 3. Oktober 1960) 


Unter den Fettsiuren der Gehirn- und Leberphosphatide fanden sich 
fast ausschlieBlich Polyensiuren vom Linol- und Linolensiuretyp. Bei 
fettfrei ernihrten Ratten ist jedoch in den Leberlipoiden bzw. Leber- 
phosphatiden eine Anreicherung von Polyensiiuren anderen Typs (4°-8-11- 
Kicosatriensiure, A‘-7-19-13_Kicosatetraensiure) zu beobachten!. In An- 
betracht dieser Variabilitaét der Verhiltnisse schien es von Wichtigkeit, 
auch bei anderen Organen die Natur der Polyensiiuren genauer kennen- 
zulernen, um so mehr als auch gewisse organspezifische Unterschiede 
in Betracht zu ziehen sind. 

Als Untersuchungsmaterial wurden Nebennierenphosphatide aus- 
gewahlt, weil von ihnen bekannt ist, dal} sie ebenso wie die Gehirn- und 
Leberphosphatide Polyensiuren in reichlichen Mengen enthalten. Schon 
Riemenschneider und Mitarbeiter? haben aus Nebennierenphospha- 
tiden auBer Arachidonsiure noch eine C,,- und eine C,,-Pentaensiiure 
gewonnen, deren Konstitution allerdings nicht ermittelt wurde. 

Zur Trennung des Polyensiiuregemisches in die einzelnen Kompo- 
nenten und zur Konstitutionsermittlung der isolierten Substanzen be- 
dienten wir uns der altbewihrten Methoden!. Fiir analytische Zwecke 
und zur Priifung auf Reinheit hat uns die gaschromatographische Me- 
thode, die nach James und Webb?’ auch auf dem Gebiet der Polyen- 
siiuren angewendet werden kann, gute Dienste geleistet. 

Wie die durch gaschromatographische Analyse ermittelte Zusammen- 
setzung des Fettsiuregemisches der Nebennierenphosphatide (Tab. 1) 
zeigt, sind auBer der in gro8en Mengen vorkommenden C,,-Tetraensiure 
nur noch kleinere Mengen von anderen C,,- und C,,-Polyensiiuren 
vorhanden. 


1 Literaturzusammenstellung s. E. Klenk u. K. Oette, diese Z. 318, 86 [1960]. 

2 R. W. Riemenschneider, 8. F. Herb u. P. I. Nichols jr., J. Amer. Oil 
Chemists Soc. 26, 371 [1949]; S.F. Herb, R.W.Riemenschneider u. J. 
Donaldson, ebenda 28, 55 [1951]; 8S. F. Herb, L. P. Wittnauer u. R.W. 
Riemenschneider, ebenda 28, 505 [1951]. 

3 A. T. James u. I. P. W. Webb in H. M. Sinclair, Essential Fatty Acids, 
8. 3, Butterworths Scientific Publ., London 1958. 
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Tab. 1. Zusammensetzung der Phosphatidfettsauren von Rindernebennieren in °%, 
der Gesamtfettsauren. 














' 

Cyo | Crs | Cys | Cie | Caz | Cis | Cio | Coo | Coz | Cos | Cas 
gesattigt Spur} Spur] Spur] 15,5 | 1,5 | 19,5 | Spur] Spur] Spur | Spur] Spur 
Monoens. 1,0 22,5 Spur Spur 
Diens. 9,0 1,0 
Triens. Spur 1,5 
Tetraens. Spur 19,0 1,0 
Pentaens. 2:0°) 16 

















Mit Ausnahme der C,,)-Diensiure konnten alle diese Polyensiuren 
isoliert und identifiziert werden, wobei sich Isomerengemische allerdings 
nicht mehr in die Komponenten zerlegen lieBen. 

Es wurde das Vorkommen folgender Polyensiiuren festgestellt : 

A5-8-11. und A’-4-14.Kicosatriensiiure 
A>-8-11.14. Kicosatetraensiiure (Arachidonsiure) 
A®-8-11.14 17. Kicosapentaensiure 

A7-10.13.16. Docosatetraensdure 

A7-10.13.16.19_ Pyocosapentaensiure. 


Von der Eicosatetraensiure konnte ein Priparat hohen Reinheits- 
grades gewonnen werden. Unter den Abbaudicarbonsiiuren fanden sich 
auBer Malon- und Glutarsiure nur noch kleine Mengen Bernsteinsiure 
(0,08 Mol pro Mol Polyensiure). Die Menge ist zu klein, um daraus noch 
mit Sicherheit auf die Anwesenheit der oben erwiihnten Isomeren vom 
Palmitoleinsiuretyp (A4-7-10-13.Eicosatetraensiure) schlieSen zu kénnen. 
Jedoch muB die Anwesenheit von A>-8-"!-Eicosatriensiure (Olsiuretyp), 
deren Vorkommen auch in den Phosphatiden des Gehirns! und der Rinder- 
leber® nachgewiesen wurde, als gesichert gelten. Es handelt sich aber um 
sehr kleine Mengen. Vorherrschend sind auch hier die Polyensiuren vom 
Linol- und Linolensiiuretyp. 


Die Untersuchung wurde durch Mittel der Deutschen Forschungs- 
gemeinschaft und des Verbandes der Chemischen Industrie, Fonds der 
Chemischen Industrie, unterstiitzt. 


Beschreibung der Versuche 


Bestimmung der Zusammensetzung der Phosphatidfettsiuren 

Die Fettsiuren der aus schlachtfrischen Nebennieren vom Rinde gewonnenen 
Phosphatide (3,8°% P) wurden durch Tiefkiiklkristallisation aus Acetonlésung 
(10—15proz.) bei 0°, —20°, —40° und —70° in 5 Fraktionen zerlegt, wobei die 
letzte Fraktion die bei —70° in Lésung gebliebenen Anteile enthielt. Von jeder 
dieser Fraktionen wurde eine gaschromatographische Analyse ausgefiihrt und da- 
raus die Zusammensetzung der Gesamtfettsiuren errechnet (Tab. 1). Die Be- 
rechnung erfolgte unter der Annahme, da§ der Flacheninhalt der einzelnen Maxima 





4 E. Klenk u. F. Lindlar, diese Z. 801, 156 [1955]. 
5 KE. Klenk u. W. Montag, Liebigs Ann. Chem. 604, 4 [1957]. 
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des Chromatogramms proportional zur Menge der betreffenden Komponenten des 
Fettsiuregemisches ist. Abb. 1 zeigt das Chromatogramm der bei —70° in Lésung 
gebliebenen Fraktion (46% der Gesamtfettsiuren), welche praktisch die Gesamt - 
menge der Polyensauren enthielt. 
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Abb. 1. Gaschromatographische Trennung der nativen (———) und der hydrierten 
(------ ) hochungesattigten Fettsiuren. Stationire Phase: 20°, Reoplex 400 auf 


Celite. Siulentemperatur: 200°. 


Trennung der Polyensaurefraktion in die Komponenten 


Fiir die praparative Darstellung der Polyensauren stand ein Rohlipoidextrakt 
aus Rindernebennieren zur Verfiigung, der uns von der Firma Paninkret, Hamburg, 
freundlicherweise zur Verfiigung gestellt wurde. 5 kg dieses Rohproduktes ergaben 
etwa 1,8 kg Phosphatide (3,75, P), aus welchen man 242 g der Fraktion der hoch- 
ungesattigten Fettsiuren (Jodz. 242, UV-Spektrum vor und nach der Alkali- 
isomerisierung siehe Abb. 2) erhielt. Die Methylester dieser Fettsiurefraktion 
wurden nun in zwei Portionen mit Hilfe einer 75 cm hohen, mit Drahtnetzsatteln 
gefiillten Kolonne, die mit einem versilberten Vakuummantel isoliert war, im Hoch- 
vakuum bei 10~4 Torr fraktioniert destilliert. Abb. 3 zeigt den Verlauf der Destil- 
lation. 

Der Abfall der am Kopf der Kolonne gemessenen Siedetemperatur nach der 
erreichung des Maximums bei 128,5° erklart sich dadurch, daB die Heizbad- 
temperatur nicht mehr gesteigert wurde, so da die Destillationsgeschwindigkeit 
absank und fiir die Messung der Siedetemperatur nicht mehr ausreichte. Alle 
15 Fraktionen gingen als leichtbewegliche Ole iiber und waren mit Ausnahme der 
beiden ersten véllig farblos. Die C,)-Polyensauren fanden sich in den Frak- 
tionen 9—13 (Jodzahl 283, UV-Spektrum s. Abb. 2). Verunreinigungen mit Polyen- 
siuren anderer Kettenlange waren darin nicht mehr nachweisbar. Die Hydrierung 
einer Probe fiihrte zu papierchromatographisch einheitlicher n-Eicosanséure vom 
Schmp. 74,5—75,5°. 

Zur Gewinnung der C,,- Polyensauren wurden die beiden vereinigten Destil- 
lationsriickstande in Petrolather aufgenommen und die Lésung durch eine diinne 
Kieselgelschicht filtriert, wobei der braune Farbstoff entfernt wurde. Nach Ent- 
fernung des Lésungsmittels destillierte man den Riickstand unter Verwendung einer 











Bd. 


Abt 


sai 


Abk 


Rin 
vier 
jedc 
hielt 
Abb 
lich 


Sub: 
steis 





961) 


des 
ung 
mt- 





Bd. 322 (1960) Cy»- und C,,-Polyensiuren der Glycerinphosphatide 261 
































200 
a Ne 
250 , 300 q 350 
Alm )—_ 


Abb. 2. UV-Spektren der hochungesattigten Fettsauren (Kurve 1) und des C,5-Polyen- 
siuregemisches (Destillationsfraktion 11, Kurve 2) vor (a) und nach der Alkali- 
isomerisierung. 
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Abb. 3. Verlauf der Hochvakuumdestillation. t = Temperatur am Kolonnenkopf; 
n = Brechungsindex; E = Extinktion bei 234, 300 baw. 346 mu. 


Ringspaltkolonne nach Jantzen® im Hochvakuum bei 10~¢ Torr. Es wurden noch 
vier weitere Fraktionen (16—19) von insgesamt 17 g Ester als leicht bewegliche, 
jedoch schwach gelb gefarbte Ole erhalten. Die Fraktionen 18 und 19 (10 g) ent- 
hielten praktisch nur C,,-Polyensaéuren (Frakt. 18: Jodzahl 267, UV-Spektren s. 
Abb. 4). Die Hydrierung einer Probe fiihrte zu papierchromatographisch einheit- 
licher n-Docosansiure vom Schmp. 78,8—79,6°. 

Auf Grund der gaschromatographischen Untersuchung (Abb. 5) bestand die 
Substanz im wesentlichen aus zwei Komponenten, jedoch zeigte sich in den ab- 
steigenden Asten der beiden Maxima eine typische Schulter, die auf die Gegenwart 


6 —K. Jantzen u. O. Wieckhorst, Chemie-Ing.-Techn. 1954, 392. 





Hoppe-seylers Zeitschrift f. physiol, Chemie, 222 18 
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von trans-I[someren hinweisen diirfte. Die letzteren sind wahrscheinlich Kunst- 
produkte, die bei der Destillation durch cis-trans-Umlagerung entstanden. 
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Abb. 4. UV-Spektren des C,,-Polyensiuregemisches (1), der C,.-Tetraensaure (2) 
und der C,,-Pentaenséure (3) vor (a) und nach der Alkaliisomerisierung. Die 
Kurven | und 3 sind um 100 spezif. Einheiten angehoben. 



































Abb. 5. Gaschromatographische Trennung des (,,-Polyensiuregemisches. Stationare 
Phase: 20°/, Reoplex 400 auf Celite. Siulentemperatur: 200°. 
0 } 


Die beiden herausfraktionierten Polyensiuregemische wurden anschlieBend 
durch Gegenstromverteilung nach dem Verfahren von Ahrens und Craig’ mit 
Hilfe einer 500stufigen Apparatur in die einzelnen Komponenten zerlegt. Eingesetzt 
wurden 4,1 g Eicosapolyenséuren von Frakt. 11 und 3,1 g Docosapolyensaéuren von 
Frakt. 18. Das Ergebnis der Trennung ist aus Abb. 6 ersichtlich. Die entnommene 
(,)-Triensaurefraktion (1420—1530 von Abb. 6a) enthielt auf Grund des UV- 
Spektrums der alkaliisomerisierten Substanz (Abb. 7) noch kleinere Mengen Tetraen- 
siure, die auf siulenchromatographischem Wege* vollstandig abgetrennt werden 





* E. H. Ahrens, jr., u. L. C. Craig, J. biol. Chemistry 195, 229 [1952]. 
8 W. Kapitel, Fette u. Seifen 58, 91 [1956]. 
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nst - konnte. Im iibrigen zeigen die UV-Spektren der alkaliisomerisierten Substanzen 

(Abb. 7 und Abb. 4), daB eine vollstandige Trennung der Polyensauren verschiedener 
Ungesattigtheit erreicht wurde. Weitere Daten zur Charakterisierung der Polyen- 


siuren sind in Tab. 2 zusammengestellt. 
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Abb. 6. Verteilungskurve der C,)-Polyenfettsiuren (a) und der C,,-Polyenfett- 
sduren (b). 
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ie 
a 
1 
t 
t Abb. 7. UV-Spektren der C,9-Triensiure vor (1) und nach (2) der stulenchromato- 
graphischen Reinigung, der C,)-Tetraensiure (3) und der C,9-Pentaensaure (4). 
7 a: Vor der Alkaliisomerisierung. 


Bei der gaschromatographischen Priifung (Abb. 8) der isolierten Polyenséuren 
ergab sich, wenn man von kleineren Verunreinigungen der C,)-Triensaure absieht, 
insofern ein anomales Verhalten, als teils im aufsteigenden (Cy )-Triensdure), teils 
in den absteigenden Kurvenisten eine mehr oder minder stark ausgepragte Schulter 


zu bemerken ist. 
18* 
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Tab. 2. Cnarakterisierung der Polyensauren. 

















hydrierte Saurenf 
Frakt. Nr. | Jodz.| J] 
aa” Gaschromatogr. Analyse 
[°C] 4d g A 

C,9-Polyensiuren* 

Triensaure 1420—1530 | 224 | 74,7—75,5 | Cop (Cop + Spur C,,) 

Tetraensaure 1160—1270 | 308 | 75,0—75,8 | Cy (Cao) 

Pentaensaure 760— 870 | — | 74,7—75,5 | Cop (Cop + Spur C,, u. C,,) 
C,.-Polyenséuren** 

Tetraensaure 925—1020 | 256 | 80,1—80,9 | Cy, (Cop + Spur Cy, u. Cy) 

Pentaensaure 620— 730 | 336 | 80,2—80,6 | C,, (Coo + Spur Cy, u. Cag) 





* Vgl. ALb. 6a. ** Vgl. Abb. 6b. 

t aus Aceton bei —20° umkrist. Die cingeklammerten Angaben beziehen sich auf die Mutter 
lauge des umkristallisierten Anteils. Die Menge der in der Mutterlauge verbliebenen Substanz betrug 
1/49 bis 1/29 des auskristallisierten Anteils. 
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Abb. 8. Gaschromatographische Reinheitspriifung. Oben: C,9-Triensiure (——-—) 

und C,)-Tetraensaiure (- - - - - - ). Unten: C,,-Tetraensiure ( ———) und (,,- 

Pentaensaure(- - - -). Stationare Phase : 20°, Reoplex 400 auf Celite. Saulentemperatur: 
200°. 


Ein Vergleich mit den Infrarotspektren der (,)-Tetraenséure und der beiden 
C,,-Polyensauren (Abb. 9) 1aBt darauf schlieBen, daB dieses anomale Verhalten auf 
die Gegenwart von trans-Isomeren zuriickzufiihren ist. Das fiir Transverbindungen 
charakteristische Absorptionsmaximum bei 10,3 y ist bei der C,.-Tetraensiure, wo 
sich die Schulter am deutlichsten zeigt, auch am stirksten ausgepragt, wahrend bei 
der Cy9-Tetraensiure die Schulter im Gaschromatogramm und das Maximum bei 
10,3 4 im Infrarotspektrum nur noch andeutungsweise zu erkennen ist. 
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Abb. 9. IR-Spektren der Cyo-  , go- letraensaure und 
der C,,-Pentaensaure als fliissiger Film. 


Die oxydative Ozonidspaltung 
Zur Konstitutionsaufklirung wurden die isolierten Sauren und ihre Methyl- 
ester in der iiblichen Weise durch oxydative Ozonidspaltung abgebaut und die 
Abbaudicarbonséuren chromatographisch bestimmt. Das Ergebnis ist in Tab. 3 
zusammengestellt. 


Tab. 3. Abbaudicarbonsaiuren der Polyensiuren. Ausbeute in Mol pro Mol Polyen- 


























sauren. 
Kork- Pimelin- | Adipin- Glutar- |Bernstein-} Malon- 
Saure saure saure saure saure saure saure 
(Cs) (C;) (Cs) (C5) (Cy) (C3) 
Cy9-Triens. 0,36 0,06 0,61 0,062 1,01 
Cyo-Tetraens. 0,78» 0,08 1,80 
Cyo-Pentaens. 0,75 0,11 2,13 
C,.-Tetraens. 0,83¢ 0,144 0,07 1,61 
C,,-Pentaens. 0,04 0,52 0,25¢ 0,11 2,05 


a)enthialt noch Malonsiiure — b) enthilt noch ~ 0,02 Mol Malonsiiure — c) enthilt noch ~ 0,1 Mol 
Korksiiure — d) enthilt noch etwas Pimelinsiure — e) enthilt noch ~ 0,1 Mol Pimelinsiiure. 


Jede der erhaltenen Abbausiuren war papierchromatographisch rein, soweit 
nichts anderes vermerkt. 

Beim Abbau der Methylester wurden folgende Ausbeuten an Malonsiure er- 
halten: Cy, -Triensiure 0,98 Mol, C,9-Tetraensiure 1,59 Mol, C,)-Pentaensiure 
1,89 Mol, C,,-Tetraensaiure 1,48 Mol und C,,-Pentaensaiure 1,78 Mol pro Mol Polyen- 
siure. Das Vorhandensein von Korksaéure unter den Abbaudicarbonséuren der 
Cy -Triensiure wurde auch durch gaschromatographische Analyse festgestellt. 
Hohere Dicarbonsauren fehlten. 


Zusammenfassung 


Die Zusammensetzung der Gesamtfettsiiuren der Glycerinphospha- 
tide von Rindernebennieren wurde durch gaschromatographische Analyse 
bestimmt. Das Polyensiiuregemisch wurde in die Komponenten zerlegt 
und von den isolierten Substanzen durch oxydativen Ozonidabbau die 
Konstitution ermittelt. Es konnte das Vorkommen folgender Polyen- 
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siiuren festgestellt werden: 4>-8-1!- und 48-1!-14. Eicosatriensiure, A>-8-11.1'_ 
Eicosatetraensiure (Arachidonsiiure), 4°-§-1-14.17.Kicosapentaensaure. 
A7-10.13.18. ocosatetraensiiure und A7-1°-13-16-19_Docosapentaensiure. 


Summary 


The total fatty acids of the glycerophosphatides of bovine adrenals 
have been determined by gas chromatography. The polyenoic acid mixture 
was separated into its components, and the constitution of each component 
determined by ozonolysis. The following polyenoic acids were found: 
A811. and A®114eicosatrienoic acid, A» *1:!4-eicosatetraenoic acid 
(arachidonic acid), A*§111417.ejcosapentaenoic acid, A%1%1316.docosa- 
tetraenoic acid, and 471°13.16.19_docosapentaenoic acid. 


Professor Dr. Ernst Klenk, Physiologisch-Chemisches Institut der Universitit 
Kéln, K6oln-Lindenthal, Joseph-Stelzmann-Strafe 52. 











960) 


L.14_ 


ure, 


als 
ure 
ent 
nd: 
cid 
Sa- 


itat 





Bd. 322 (1960) 267 


Quantitativer kolorimetrischer Test auf Kollagenase 
Von 
Wolfgang Gra8mann und Arnold Nordwig* 
Aus dem Max-Planck-Institut fiir EiweiB- und Lederforschung, Miinchen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 5. Oktober 1960) 


Kollagenase ist ein proteolytisches Enzym, das aus Kulturfiltraten 
von Clostridium histolyticum! durch Ammoniumsulfat-Fallung?, Zonen- 
elektrophorese* 4 oder durch Adsorption an Al,O, C y® angereichert 
werden kann. Es verdaut ausschlieBlich Kollagen und Gelatine und ver- 
fiigt somit iiber eine auffallend eng gefaBte Spezifitat. 


Die bisher beschriebenen Methoden des quantitativen Tests benutzten Suspen- 
sionen oder Lésungen von Kollagen als Substrat. Nach einer von Gallop und Mit- 
arbeitern? gegebenen Vorschrift (,,Suspensions-Test‘‘) inkubiert man Ichthyocol 
(Karpfenschwimmblasen-Kollagen) in Trispuffer mit dem Enzym. Nach Filtrieren 
wird in einem aliquoten Anteil die geléste Menge Protein nach der Anfairbemethode 
von Lowry® bestimmt. Als eine Kollagenase-Einheit (1 KE) wurde diejenige En- 
zymmenge definiert, die unter den Versuchsbedingungen 1] mg der eingesetzten 
8 mg Ichthyocol lést. Aus kinetischen Griinden hat der Test aber nur Giiltigkeit, 
wenn 4 mg Ichthyocol oder weniger verdaut werden. 

Um in homogenem Medium arbeiten zu kénnen, wird in einem anderen Ver- 
fahren® die Abnahme der spezifischen Viskositét einer Losung von Ichthyocol in 
Calciumchlorid bei Einwirkung von Kollagenase gemessen. Bei halblogarithmischer 
Auftragung der MeBdaten gegen die Verdauungszeit erhalt man Gerade; der Quo- 
tient aus den Steigungsfaktoren dieser Geraden und den eingesetzten Kollagenase- 
Einheiten ist eine Konstante. Geeicht wird nach dem Suspensionstest. 

In unserem Institut wurde anfangs eine Methodik benutzt, die sich eng an die 
Gallopschen Vorschlage anlehnt’. Wir verwendeten 0,05m Phosphatpuffer vom 
pu 7,4 und 2 ml einer Prokollagen-Suspension (Konzentration: 4 mg/ml; hergestellt 
im Homogenisator der Fa. Bihler, Reutlingen). Das Endvolumen des Ansatzes 
betrug nach Zugabe des Enzyms 2,5 ml. Nach 20 Min. Inkubation (jede Minute 
umriihren mit dem Glasstab) wurde filtriert und in 0,1 mi des Filtrats das in Lésung 
gegangene Prokollagen nach der Mikro-Kjeldahl-Methode von Cleghorn und 
Jendrassik® bestimmt. 


* Teil der Dissertation A. Nordwig, Universitat Miinchen 1961. 

1]. Mandl, J. D. Mac Lennan u. E. L. Howes, J. clin. Invest. 32, 1317, 
1323 [1953]. 

2 R. De Bellis, I. Mandl, J. D. Mac Lennan u. E. L. Howes, Nature 
[London] 174, 1191 [1954]. 

3 P. M. Gallop, 8. Seifter u. E. Meilman, J. biol. Chemistry 227, 891 
[1957]. 

4 H. Noda, personl. Mitteilung. 

5 §. Seifter, P. M. Gallop, Le Roy Klein u. E. Meilman,J. biol. Chemi- 
stry 284, 285 [1959]. 

6 O. H. Lowry, N. J. Rosebrough, A. L. Farr u. R. J. Randall, J. biol. 
Chemistry 198, 265 [1951]. 

7 W. GraBmann, H. Hérmann u. A. Nordwig, unveréffentlicht. 

8 R. A. Cleghorn u. L. Jendrassik, Biochem. Z. 274, 189 [1934]. 
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Die beschriebenen Bestimmungen von Kollagenase sind aber nicht 
nur zeitraubend und miihsam in der Durchfiihrung. Ihnen haften auch 
alle Nachteile und Fehlerquellen an, die einer Untersuchungsmethode in 
heterogener Phase eigen sind. Auch der homogene viskosimetrische Test 
iibernimmt die bei der Eichung mit der Suspensionsmethode erhaltenen 
Ungenauigkeiten. 

Voraussetzung fiir einen Enzymtest mit synthetischen Substraten 
war die Kenntnis der genauen Spezifitit des Enzyms. Sie wurde 1959 
in drei kurz aufeinanderfolgenden Mitteilungen beschrieben® !° und laiBt 
sich dahingehend zusammenfassen, dab Kollagenase aus Cl. histolyticum 


nur Sequenzen der Art X—P—R A ly—P—Y spaltet!°. Hierbei be- 
1 3. 4 

deuten P Prolin oder fistooapeedin, R eine Aminosiure, X und Y 

Schutzgruppen oder Aminoacylreste. 

Spezifitatsbestimmend in dieser Sequenz sind die beiden Iminosauren in 1,4- 
Stellung sowie der Glycylrest. DaB in synthetischen Produkten Prolin in Stellung 1 
durch Hydroxyprolin ersetzbar ist, konnten wir durch Spaltung von Cbo—Hypro— 

| 


Gly—Gly- Pro—OCH, zeigen!®, das gleiche bewiesen fiir Position 4 Noda und 


Mitarbeiter™ an Gly — Pro— Leu—Gly — Hypro. Dagegen fanden die japanischen For- 
scher synthetische Substrate, in denen Glycin in Stellung 3 durch Leucin ausgetauscht 
ist, als nichtspaltbar™. Noch nicht untersucht wurde, ob beide Prolylreste zu glei- 
cher Zeit hydroxyliert sein diirfen. Die Schutzgruppe X mu in der spaltbaren 
Folge sicher vorhanden sein!®11, waihrend Substrate mit Leucin in Position 2 die 
Schutzgruppe Y nicht ben6tigen!; offenbar handelt es sich hierbei um eine Parallele 
zu friiheren Ergebnissen an Dipeptidase, deren Affinitat zu Glycin-, Alanin- und 
Leucinpeptiden in dieser Reihenfolge stark ansteigt!*. Der Rest R der kollagenase- 
spaltbaren Sequenz schlieBlich 1a8t vorerst sowohl an synthetischen wie auch an 
kollagenen Substraten®1*4 noch wenig Spezifitat erkennen. 


Unter Zugrundelegung dieser, auch von der Struktur des Kollagens 
her gesehen, gut verstiindlichen Spezifititsregel'* sollte eine kolori- 
metrische Bestimmung der Kollagenase auf folgende Weise méglich 
sein: Setzt man zur Untersuchung ein Carbobenzoxy-Peptid ein, das 
den Spezifitiitsanforderungen geniigt, so ist vor und nach Kollagenase- 
Einwirkung das urspriingliche Aminoende des Peptids blockiert, also 
nicht anfiirbbar mit Ninhydrin. Die zu cinem blauen Farbstoff fiihrende 
Ninhydrin-Reaktion der Aminosiuren, Peptide und Proteine beruht ja 
auf einer Umsetzung mit den freien Aminogruppen dieser Stoffe!®. Farb- 


® Y. Nagai u. H. Noda, Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 34, 298 
[1959]; K. Heyns u. G. Legler, diese Z. 315, 288 [1959]. 

10 W. GraBmann, H. Hérmann, A. Nordwig u. E. Wiinsch, diese Z. 
316, 287 [1959]. 

1 Y. Nagai, S. Sakakibara, H. Nodau.S8. Akabori, Biochim. biophysica 
Acta [Amsterdam] 87, 567 [1960]. 

2 W.GraBmann,L. Klenk u.T. Peters-Mayr, Biochem. Z. 280,307 [1935]. 

18S. Michaels, P. M. Gallop, 8. Seifter u. E. Meilman, Biochim. bio- 
physica Acta [Amsterdam] 29, 450 [1958]. 

14 W. GraBmann, A. Nordwig u. H. Hérmann, diese Z., im Druck. 

15 §. Ruhemann, J. chem. Soc. [London] 97, 1438, 2025 [1910]; 99, 792, 
1486 [1911]. 
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positiv ist nur die durch Spaltung in Freiheit gesetzte Aminogruppe des 
Glycins. Die Voraussetzung fiir eine quantitative Fiihrung der Ninhydrin- 
Methodik ist von der Rockefeller-Gruppe um Moore und Stein?® ge- 
schaffen worden. 


Ergebnisse 


Als Substrat dient das Carbobenzoxy-Hexapeptid Cbo—Gly—Pro— 
(ily—Gly—Pro—Ala?’. Es bringt neben seiner sehr guten Léslichkeit in 
wiBrigen Puffern noch eine andere wichtige Voraussetzung fiir die Prob- 
lemstellung mit. Das bei der Spaltung entstehende Tripeptid Gly—Pro— 
Ala tendiert nicht wie Dipeptide, bzw. Dipeptidester oder -amide zur Anhy- 
dridbildung, wodurch es sich dem Nachweis mit Ninhydrin entziehen 
wiirde (vgl. 1. ¢.1°). 

Auch an diesem Substrat ergaben qualitative Untersuchungen eine 
glatte Spaltung nach 3- und 6stiindiger Inkubation mit Kollagenase in 
Pyridin-Acetat-Ca?°-Puffer vom px 6,3. Das mit Ninhydrin anfirbbare 
Bruchstiick war in den Systemen Butanol/Eisessig/Wasser 4:1:5 und 
Phenol/Wasser 3:1 mit mitgelaufenem Gly—Pro—aAla identisch (Rr 0,22 
bzw. 0,83.) 


Ein weiterer Vorversuch ergab, daB die Intensitit der Ninhydrin- 
anfirbung des nach Spaltung zu erwartenden Bruchstiicks Gly—Pro—Ala 
in Citratpuffer vom px 5,0 und px 6,3 (Abb. 1) eine lineare Funktion 
der eingesetzten Peptidkonzentration darstellt. 
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Abb. 1. Anfaérbung von Gly—Pro—Ala 
mit Ninhydrin. Schichtdicke 1 em. Sub- | 
stanz gelést in 0,5 ml 0,1 m Citratpuffer, | 
pu6,3, der 0,01m Calciumacetat enthalt. Us v4 | 

| 




















? bly-Pro-Ala —a— 


16S. Moore u. W. H. Stein, J. biol. Chemistry 176, 367 [1948]. 
1? KE. Wiinsch, diese Z., in Vorbereitung. 
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Bei Inkubation des Cho-Hexapeptids mit steigenden Mengen Koll: - 


genase in Citratpuffer vom pu 6,3 bei 37° erwies sich nach Abstoppea 
der Reaktion mit Trichloressigsiiure die gemessene Extinktion ebenfalls 
als geradlinig abhiingig von der Enzymkonzentration (Abb. 2). Die zeit- 
liche Verfolgung der Reaktion mit unterschiedlichen Mengen Kollagenase 
ergab den fiir Enzymreaktionen typischen Kurvenverlauf; dabei werden 
nach 3 Stdn. bei einem Enzym/Substrat-Verhiltnis von 1:44 89% des 
eingesetzten Substrats gespalten (Abb. 3), nach 8 Stdn. etwa 98%. 
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Abb. 3. Spaltung von Cbho—Gly—Pro—Gly—Gly 





Mengen Kollagenase. Bedingungen 


Abb. 2. Eichgerade zur Kol- 
lagenase-Bestimmung. Anfar- 
bung des bei Spaltung von 
Cho — Gly — Pro—Gly—Gly 
Pro—Ala mit Kollagenase ent- 
stehenden Spaltstiicks mit Nin- 
hydrin. 

Testbedingungen: 2,0 mg Sub- 
strat in 2,5 ml 0,08 m Citratpuf- 
fer, pH6,3, der 0,01 m Calcium- 
acetat enthalt; Inkubation 15 
Min. bei 37°. Angefarbt wurden 
0,3 ml nach Zusatz von 0,1 ml 
Trichloressigsaure. 


% Spaltung —— 





Pro— Ala mit verschiedenen 
wie Abb. 2. 
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Gemessen wurde jeweils gegen eine unter gleichen Bedingungen mit- 
gelaufene enzymfreie Blindprobe. Wie eine Bestimmung ergab, wird das 
Substrat ohne enzymatische Einwirkung nach 15 Min. nur zu 2%, nach 
3 Stdn. zu etwa 5% gespalten. 

Als Standardmethode fiir die quantitative Bestimmung der Kollage- 
nase nach diesem Verfahren wird die Versuchsdurchfiihrung vorge- 
schlagen, die im experimentellen Teil ausfiihrlich beschrieben ist. Als 
Kinheit wird diejenige Enzymmenge definiert, die unter den Testbe- 
dingungen eine Spaltung von 10%, entsprechend einer Extinktion von 
0,150 bei 565 my, ergibt. Diese Menge lést 0,605 mg Prokollagen unter 
den auf S. 267 aufgefiihrten Versuchsbedingungen. 

Die Durchfiihrung der quantitativen Bestimmung ist auf das erwahnte Puffer- 
medium beschrankt. In Citratpuffer vom px 5,0 kann nicht gemessen werden, weil 
man zu weit vom Optimum der Enzymwirkung (pp 6—8 in Phosphatpuffer) ent- 
fernt ist. In anderen Puffern aber ergab die Ninhydrinanfarbung von Gly — Pro— Ala 
keine lineare Abhangigkeit der gemessenen Extinktion zur Konzentration des Tri- 
peptids. Sowohl in Pyridin-Acetat-Ca?®-Puffer (p46,3) als auch in Veronalpuffer 
(pu7,4), Borsiurepuffer (p—7,6) und Hydrogencarbonatpuffer (p48,8) wurde eine 
nach oben gekriimmte Kurve gefunden, was auch bei Glycin und Gly — Gly — Ala der 
Fall war. Einen gleichartigen Kurvenverlauf erhalt man schon bei Zusatz von 10°, 
der erwahnten Puffersubstanzen zum Citratpuffer. Auch Variieren der zur An- 
farbung verwendeten Mengen Ninhydrin und der Entwicklungszeit des Farbstoffs 
brachte keine Anderung dieser Befunde. Dagegen verursacht ein Zusatz des fiir die 
Aktivierung von Kollagenase wichtigen*!® Ca-Acetats keine Abweichung vom 
geraden Verlauf. 

Bei der Durchfiihrung des Tests ist man also trotz der schwachen Komplex- 
bildung des Citrats mit den Ca?®-Jonen auf diesen Puffer angewiesen. 

Das Verfahren ist streng spezifisch fiir Kollagenase. Fiir eine pro- 
teolytische Spaltung des Substrats kommt allenfalls noch Carboxypepti- 
dase A in Frage. Wie aber nach Befunden an Insulin?!® zu erwarten war, 
wird von diesem Enzym Alanin als direkt vor Prolin stehende Amino- 
siiure nicht abgespalten. Nach dreistiindiger Inkubation des Cbo-Hexa- 
peptids mit Carboxypeptidase (Verhaltnis 50:1) in Phosphatpuffer vom 
pu 7,5 bei 37° konnte gegeniiber einem mitgelaufenen Blindwert ohne 
Enzym keine Ninhydrinextinktion gemessen werden. Das gleiche Ergeb- 
nis hatte ein identischer Ansatz mit Chbo—Gly—Pro—Gly, wihrend unter 
den gleichen Bedingungen Alanin aus der Sequenz Cho—Gly—Phe—Ala 
rasch abgespalten wird, wie qualitative Versuche mit der geschilderten 
Ninhydrin-Methodik ergaben. 

Herrn Dr. E. Wiinsch sind wir fiir die Uberlassung des Substrates zu Dank 
verpflichtet. Fraulein Christa Gaul méchten wir fiir ihre geschickte technische 
Hilfe ebenfalls herzlich danken. 


Versuchsbeschreibung 
Materialien 
1. Kollagenase: Ammoniumsulfat-Fallung des Kulturfiltrats von Cl. 
histolyticum nach 1. c.2. Hersteller: Sigma Chem. Comp., St. Louis, Miss., USA 
(deutscher Lieferant : Serva-Entwicklungslabor, Heidelberg). 


18 1. Mandl, H. Zipper u. L. T. Ferguson, Arch. Biochem. Biophysics 74, 
465 [1958]. 
19 J. I. Harris u. C. H. Li, J. Amer. chem. Soc. 74, 2944, 2945 [1952]. 
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2. Citratpuffer: Man lést 21,02 g Citronensiure - H,O (0,1 Mol) und 1,58 » 
Calciumacetat (0,01 Mol) in etwa 500 mi dest. Wasser, gibt unter Riihren solange 
In NaOH zu (290 ml), bis ein py von 6,3 erreicht ist, und fillt auf 1 / auf. 

3. Ninhydrinreagenz nach Moore und Stein"®: 20 g Ninhydrin werden in 
750 ml Methylglykol gelést. Nach Zusatz von 0,4 g SnCl, - 2 H,O schiittelt man gut 
durch, versetzt mit 250 ml 4n Acetatpuffer und iiberschichtet anschlieBend mit 
Paraffin. Wahrend der ganzen Herstellung wird Stickstoff durch die Lésungen 
geleitet. Acetatpuffer: 1360 g Natriumacetat - 3 H,O in 2,257 dest. Wasser lésen 
und 250 ml Eisessig zufiigen. ere 


Durchfiihrung der Versuche 


Man bereitet sich eine Lésung des Cho-Hexapeptids in Citratpuffer (Kon- 
zentration: 1,0 mg/ml). Pro Testansatz werden 2 m/ verwendet, die in einem kleinen 


Reagenzglas 5 Min. bei 37° zum Temperaturausgleich in einen Thermostaten ge- stof: 
stellt werden. Das Enzym lést man in 0,5 m/ 0,01m Calciumacetat und prainkubiert { 
As : a Sia cane . pro 
es vor dem ZusammengieBen beider Lésungen gleichfalls 5 Min. bei 37°. Als Blind- Stel 
probe dient ein gleichartiger enzymfreier Ansatz. Nach genau 15 Min. werden diesen é 
Losungen je 0,3 m/ entnommen und in 0,1 m/ Im Trichloressigsiure einpipettiert. der 
Man gibt 1 ml Ninhydrinreagenz zu, schiittelt gut durch, kocht 20 Min. am Wasser- dies 
bad, 1a8t abkiihlen und verdiinnt mit Propanol/Wasser I:1 auf 5 m/. Messen bei von 


565 mu im Spektralphotometer Beckman, Modell B, gegen die enzymfreie Blind- 





probe als Bezugswert. = 
Fiir die Eichung lést man Gly-Pro-Ala in Citratpuffer und farbt in gleicher — 
Weise an. halt 
iiber 
Zusammenfassung wiss 
; ee > , : : tene 
Die Aktivitiét von Kollagenase wird nach Inkubation mit dem 
synthetischen Substrat Cbo—Gly—Pro—Gly—Gly—Pro—Ala in Citrat- 
puffer durch kolorimetrische Messung des mit Ninhydrin angefirbten : 
Spaltproduktes Gly—Pro—Ala spezifisch bestimmt. = d 
Argi 
Summary Feh 
an f 
The activity of collagenase is determined by incubation with the pro 
synthetic substrate Cbo—Gly—Pro—Gly—Gly—Pro—Ala in citrate 
buffer, followed by colorimetric measurement of the cleavage product swisha 
Gly—Pro—Ala with ninhydrin. 
Prof. Dr. W. GraBmann, Max-Planck-Institut fiir EiweiB- und Leder- ; 
forschung, Miinchen 15, Schillerstr. 46. Argi 
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Zur Kenntnis der Inhaltsstoffe von Viscum album, | 
Freie Aminosiuren 
Von 


Frédérie Vester und Werner Mai 


Aus dem Biochemischen Laboratorium des Instituts fiir Organische Chemie der Universitat des 
Saarlandes, Saarbriicken 


(Der Schriftleitung zugegangen am 10. Oktober 1960) 


Im Laufe unserer Untersuchungen iiber tumorhemmende Inhalts- 
stoffe der Mistel! fiel uns der auBerordentlich hohe Anteil an freien, nicht 
proteingebundenen Aminosiuren auf. Im Zusammenhang mit an anderer 
Stelle zu schildernden Ergebnissen iiber die cancerostatische Wirkung 
der nativen Proteinfraktionen? erschien uns auch das genaue Muster 
dieser freien Aminosiiuren — die selbst keine Tumorwirkung zeigten — 
von gréBtem Interesse. Dies umso mehr, als wir im umgekehrten Falle, 
nimlich bei der Bildung von Spontantumoren gewisser Artbastarde 
von Nicotiana’, eine deutliche Beziehung zu Zusammensetzung und Ge- 
halt freier Aminosiiuren feststellen konnten. Da unsere Untersuchungen 
iiber die freien Aminosiuren von Viscum album nunmehr zu einem ge- 
wissen AbschluB gekommen sind, wollen wir zuniichst die hierbei erhal- 
tenen Resultate mitteilen. 

Ergebnisse 

Die identifizierten Aminosiuren und ihre prozentualen Anteile sind 
in der Tabelle aufgefiihrt. Hervorzuheben ist der hohe Prozentgehalt an 
Arginin (40,2), Asparaginsiiure (11,3) und Prolin (10,2), andererseits das 
Fehlen von Cystein, Cystin, Tryptophan und Histidin. Der Gesamtgehalt 
an freien Aminosiiuren betrug 14,0 mg pro Gramm PrefBsaft bzw. 4,3 mg 
pro Gramm frisches Pflanzenmaterial. 


Im PreBsaft von Viscum album enthaltene Aminosauren. 

















(minosaure rel. %- Aminosaure vel. “/0- 

7 : Gehalt Z y Gehalt 
Arginin .. Belts, wey BP-8 40,20 TOPOOMIM 2. 6 6 2 ws ss 2,64 
Asparaginsiure . . . .. 11,28 Isoleucin So ke we 8 2,49 
PPA: b> on eta, |e a < 10,22 Glutaminsiure. ..... 1,96 
PIBOIS: 3k 4) Sw wink 6,11 QTORIN <5. 6 ww 1,64 
Seem Fools o- BAws.5 5,27 CC 1,21 
SORT ee) ok) We ts ey 4,83 Methionin. ....... 1,04 
Alanin Bate da, hse aut 4,25 Cysteinsiure . .... . |~12,00 
DM aoe ees a SS 4,09 Hydroxylysin . .....|~ 0,50 
Phenylalanin .. . 2,92 Ky nurenin «4... ~ 0,50 
Asparagin, «-Amino- ene rsiure, Cystein, Cystin, Glutamin, Histidin, Hydroxy- 


prolin und Tryptophan wurden nicht gefunden. 
1 W. Mai, Diplomarbeit, Univ. Saarbriicken 1959. 
2 0. 8. Selaw ry, F. Vester u. W. Mai, in Vorbereitung. 
3 F. Vester u. F. Anders, Biochem. Z. 832, 396 [1960]. 
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Die qualitative wie auch quantitative Untersuchung der Aminosiiuren 
wurde nach Moore undStein‘ an Austauscherharz vorgenommen. Durch 
Papierchromatographie und Vergleich der bei verschiedenem py eluierter: 
Aminosiuren mit Testsubstanzen konnte deren Identitit einwandfrei ge- 
sichert werden, wobei im Papierchromatogramm zusiitzlich Cysteinsaure 
etwas L-Kynurenin und eine kleine Menge Hydroxylysin nachgewiesen 
werden konnten. 

Hoher Prolin- und geringer Glutaminsiiuregehalt (1/; der Prolin- 
menge) lassen vermuten, dais der Prolincyclus (iiber Ornithin) weit- 
gehend auf die Argininseite verlagert ist. Die Abwesenheit von Histidin 
geht nicht mit dem Fehlen anderer Imidazole parallel; dagegen deckt 
sich die Abwesenheit von Tryptophan mit dem Fehlen jeglicher Indol- 
abkémmlinge nicht nur in Fraktion C, sondern auch in dem urspriing- 
lichen PreBsaft, trotz der Anwesenheit von Serin als einer seiner Aufbau- 
komponenten. Es ist anzunehmen, dai die entsprechenden Wuchsstoffe 
auf Indolbasis jeweils der Wirtspflanze in Verbrauchshéhe entnommen 
werden. Bemerkenswert sind weiter das Fehlen des bei Pflanzen sonst 
angenommenen Umwandlungsmechanismus von Methionin in Cystein 
(Cystin) via Homocystein® (wenn die Abwesenheit von Cystein und Cy- 
stin lediglich auf einem beschleunigten Umsatz beruhte, diirfte bei 
Stattfinden dieses Mechanismus entgegen unserer Beobachtung auch kein 
Methionin zu finden sein) und schlieBlich die iiberraschende Tatsache des 
volligen Fehlens der beiden wichtigen Amide Glutamin und Asparagin, 
die sonst den Hauptanteil der Pflanzenaminosiiuren stellen. 

Die Beziehungen dieser Beobachtungen zum Proteinstoffwechsel 
und zur Tumorhemmung gewisser Proteinfraktionen sind Gegenstand 
weiterer Untersuchungen. 


Herrn Dr. W. Schumacher und der Firma Eto, Ettlingen, Baden, danken 
wir fiir die groBziigige apparative Hilfe bei der Durchfiihrung der quantitativen 
Bestimmung, Herrn Dr. A. Leroi, Verein fiir Krebsforschung, Arlesheim, Schweiz, fiir 
wertvolle Hinweise und seine Unterstiitzung zur Beschaffung des Ausgangsmaterials. 


Beschreibung der Versuche 


Die Tatsache, daB die Arbeiten einer Reihe von Autoren iiber In- 
haltsstoffe der Mistel unterschiedliche und teils sich widersprechende Er- 
gebnisse gebracht haben®, legt die Vermutung nahe, daB dies auf unein- 
heitliches Ausgangsmaterial zuriickzufiihren ist. Der Gewinnung und 
Aufarbeitung des Pflanzenmaterials wurde daher gréBte Sorgfalt zuge- 
wandt und von vornherein auf kommerzielle Drogen verzichtet. 

4S. Moore u. W. H. Stein, J. biol. Chemistry 192, 663 [1951]. 

5 N. H. Horowitz, Advances in Genetics, Acad. Press 1950; M. Fling u. 
N. H. Horowitz, J. biol. Chemistry 190, 277 [1951]. 

6 J. Nolle, J. exp. Biol. Med. 9, 266 [1928]; A. Jarisch, Klin. Wschr. 18, 
145 [1939]; O. Feuchtinger, Naunyn-Schmiedebergs Arch. exp. Pathol. Phar- 
makol. 196, 431 [1940]; A. Pora, E. Pop, D. Roska u. A. Radu, Pharmazie 8, 
528 [1957], u. a. 
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40 kg Viscum album var. mali L. wurden innerhalb weniger Stunden 
im gleichen Gelinde gepfliickt* und sofort weiterverarbeitet. Fiir die 
Gewinnung des PreBsaftes kamen nur Blitter und kleinere, nicht ver- 
holzte Stengel in Betracht; die Beeren wurden verworfen. Nach dem Aus- 
sortieren wurden Blatter und Stengel in einem Zerhacker zerkleinert und 
portionsweise in einer Holzpresse zwischen Filtertiichern ausgequetscht. 

200 g Mistel (100 g Blatter und 100 g Stengel) ergaben soim ersten PreB- 
gang 95 g dickfliissigen dunkelgriinen Saft und 105 g PreBkuchen. Zufiigen 
von50 ml Wasser zum PreBkuchen ergab in einem zweiten Arbeitsgang nur 
einen diinnen schwach briiunlichen Saft, auf den spiiter verzichtet wurde. 
Der Saft wurde bei —35°in Polyithylenflaschen in kleinen Portionen gela- 
gert, nach Bedarf aufgetaut und vor Weiterverwendung noch 40 Min. lang 
zentrifugiert (1400 x g), wobei ein weiterer fester Anteil aus griinen Zellbe- 
standteilen (29°) abgetrennt werden konnte. Fiir die folgenden Versuche 
wurde ausschlieBlich der nun dunkelbraune Saft (p#7,0) verwendet. Aus 
dem abgetrennten Schlamm konnten weder bei basischem noch beisaurem 
pu weitere freie Aminosiiuren gewonnen werden. 

Die papierchromatographische Voruntersuchung wies auf einen hohen 
Gesamtgehalt an freien Aminosiiuren hin. Die Flecken gingen jedoch auf 
Grund der Vielzahl von Aminosiuren und Begleitstoffen mehr oder weniger 
stark ineinander iiber, so daB sich die gleichzeitig mitentwickelten Test- 
aminosiuren nicht eindeutig den Flecken der Probe zuordnen lieBen. Eine 
vorherige Abtrennung der stérenden Begleitstoffe war deshalb erforder- 
lich. Den entsprechenden Aufarbeitungsgang zeigt das folgende Schema. 


Mistel-PreBsaft 


Py,3,0 
3000 U./Min. 














ve I 
Riickstand . __., Zentrifugat 
ci oP ao coos ROO sO” 
Waschwasser Proteinfallung Zentrifugat 
waBr. Schicht Atherextrakt 
| 
4nNH, 
(Py 9,6) Riickstand 
3000 U./Min. 
: Ses ae 
waBr.Schicht ammoniakal. Fallung 
a Sor) 
waBr. Schicht Atherextrakt 
D >wex 50 
[Ho-Form] Riickstand 
| Kohlenhydrate, Salze u. dgl. 


am inosaurenhaltige Frakt. C 


* Am 21. Februar 1959. 
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Hierzu wurden 20 g Mistelsaft mit 1,6m/ 4” HCl auf px3,0 gebrach:, 
30 Min. bei 1400xg zentrifugiert, der Niederschlag mit angesiuertem 
Wasser (pH3) gewaschen und das Waschwasser der Hauptmenge hinzu- 
gefiigt. Das Zentrifugat wurde bei 0° mit gleichem Volumen 20proz. Tri- 
chloressigsiure versetzt. Nach dem Abzentrifugieren der Proteine wurde 
zur Entfernung der Trichloressigsiiure sowie saurer Begleitstoffe 9 Stdn. 
mit Ather extrahiert. AnschlieRend wurde die wifr. Schicht auf px9,6 ge- 
bracht, abzentrifugiert und die Lésung erneut 9 Stdn. mit Ather extra- 
hiert, um auch die basischen atherléslichen Begleitstoffe zu entfernen. 
Nach dieser Behandlung gelang die Abtrennung der Aminosiuren an 
einem starken Kationenaustauscher ohne Schwierigkeiten. Der Trenn- 
effekt war in Bezug auf die Aminosiiuren quantitativ und wurde durch 
Papierchromatographie der eluierten Fraktionen kontrolliert. Verwendet 
wurde Dowex 50X8 (100—200 mesh = 149—74 yw lichte Maschenweite) 
in der H®-Form, nachdem dieleichtesten Partikeln mehrmals abdekantiert 
worden waren. Durchmesser der Austauschersiule 2,3 em, Liinge 12,5 em. 


Nach dem Aufgeben des alkalischen, mit Ather extrahierten und von 
iiberschiissigem NH, befreiten Mistelsaftes wurde solange mit dest. Was- 
ser nachgewaschen, bis die Eluate neutrale Reaktion zeigten, ohne dai 
ninhydrinpositive Substanzen nachgewiesen werden konnten. Das Elu- 
ieren der Aminosiuren geschah dann ,,en bloc*‘ mit 4n Ammoniak. Das 
entsprechende Eluat (Fraktion C) wurde zur Trockne eingedampft (Was- 
serbad von max. 40°, schwaches Wasserstrahlvakuum). Wie die spiitere 
quantitative Untersuchung ergab, bestand diese Fraktion zu 38,3%, 
ihres Trockengewichtes aus freien Aminosiuren. Die papierchromato- 
graphische Analyse zeigte bereits eine deutlich bessere Auftrennung ge- 
geniiber dem Vorversuch, Anzahl und unterschiedliche Konzentration der 
einzelnen Aminosiuren im Bereich der Ry-Werte 0,1 bis 0,3 erlaubten 
jedoch auch hier noch keine eindeutige Zuordnung der mitentwickelten 
Testaminosiuren. Daher wurde die von Moore und Stein?* beschriebene 
Auftrennung von Aminosiiuren an sulfonierten Polystyrolharzen vorge- 
nommen. 

257,78 mg der aminosiiurenhaltigen Fraktion C wurden in 20ml eines 
0,2n Citratpuffers vom pu2,2 gelést und von dem resultierenden pu von 
3,8 durch tropfenweise Zugabe von konz. Salzsiiure auf ein px von 2,2 
gebracht. Zur qualitativen Identifizierung der ninhydrinpositiven 
Substanzen wurde die Elution zunichst an einem Fraktionssammler 
durchgefiihrt, ein Anteil jeder Probe mit Ninhydrin behandelt und zur 
Festlegung der Maxima photometrisch bestimmt, der Rest-Anteil schonend 
eingeengt und mit den zu erwartenden Aminosiiuren parallel chromato- 
graphiert. Die quantitative Bestimmung erfolgte in einer automati- 
schen Apparatur der Firma Bender & Hobein, Miinchen, wobei betreffs 
Temperatur und aufgegebenen Pufferlésungen nach der Vorschrift von 
H annig’ gearbeitet wurde. Die erhaltenen Kurven (s. Abbildung) wurden 


7 K. Hannig, Clin. chim. Acta 4, 51 [1959]. 
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planimetriert und durch Vergleich mit den Kurven der entsprechenden 
Testaminosiuren in Gewichtsprozente der einzelnen Aminosiuren um- 
gerechnet. 


Nichtbasische Aminosauren 











Nichtbasische Aminosauren 
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Chromatographische Trennung der aminosdurenhaltigen Fraktion nach der Vor- 
schrift von Hannig?. 


Zusammenfassung 

Aus frisch verarbeitetem PreBsaft von Viscum album var. mali L. 
wurden die freien Aminosiuren isoliert und quantitativ bestimmt. Be- 
sonders auffallend war der hohe Prolin- und vor allem Arginingehalt, wie 
er sonst nur bei Protaminhydrolysaten becbachtet wird, sowie das Fehlen 
einiger der wichtigsten Pflanzenaminosiuren, vor allem Glutamin und 
Asparagin. Diese und weitere im Text diskutierte Besonderheiten im 
Aminosiurenmuster erscheinen im Zusammenhang mit dem eigenartigen 
Gesamtstoffwechsel der Mistel und ihren cancerostatischen Eigenschaften 
von Interesse. Aufarbeitungsgang und Identifizierung der einzelnen 
Komponenten sind beschrieben. 


Summary 

The free amino acids of the freshly prepared juice of Viscum album 
var. mali L. were isolated and determined quantitatively. There was a 
surprisingly high content of proline and especially arginine, usually found 
only in protamine hydrolysates. The absence of some of the important 
plant amino acids, particularly glutamine and asparagine was also noted. 
These and other peculiarities discussed in the paper seem to be of interest 
in relation to the unusual over-all metabolism of misteltoe and its can- 
cerostatic properties. The isolation and the identification of the com- 
ponents is described. 


Dr. F. Vester, Institut fiir Organische Chemie der Universitat des Saarlandes, 
Saarbriicken 15. 
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S-[p-Carboxy-isopropyl]-L-cystein, eine neue Aminosaure 
aus den Samen von Acacia millefolia und Acacia Willardiana 
(Mimosaceae) 

Von 


Rolf Gmelin und Pentti K. Hietala 


Aus dem Laboratorium der Stiftung fiir Chemische Forschung, Biochemisches Institut, Helsinki, 
Finnland 


(Der Schriftleitung zugegangen am 9. September 1960) 


In der letzten Mitteilung iiber Mimosaceen-Aminosiuren! wurde 
eine S-haltige Aminosiiure erwihnt, die neben Willardiin, S-[f-Carboxy- 
athyl]-L-cystein, Djenkolsiure, Albizziin und 4-Hydroxy-pipecolinsiure 
in den Samen von Acacia millefolia und Acacia Willardiana frei vor- 
kommt. Ihre Isolierung ist inzwischen gelungen, und es soll hier iiber 
Eigenschaften und Struktur dieser neuen Aminosiure berichtet werden. 

Fiir ihre Isolierung standen 65 g Samen von Acacia millefolia zur 
Verfiigung. Aus dem wifrigen Auszug der Samen wurden die Amino- 
siiuren in iiblicher Weise durch Ionenaustausch an einem stark sauren 
Harz vorgereinigt und angereichert. Aus dem Eluat wurde 4-Hydroxy- 
pipecolinsiure durch fraktionierte Kristallisation abgetrennt. Das rest- 
liche Aminosiiuren-Gemisch, bestehend aus Willardiin, Albizziin, S-[/- 
Carboxy-iithyl]-L-cystein, Djenkolsiiure, Restmengen von 4-Hydroxy- 
pipecolinsiure und der gesuchten Aminosiiure, wurde einer kontinuier- 
lichen Gegenstromverteilung unterworfen, bei der die gesuchte Amino- 
siiure abgetrennt und isoliert werden konnte. 150 mg davon wurden in 
feinen, langen Nadeln vom Schmp. 202° erhalten. 

Die isolierte Substanz besitzt laut Mikroanalyse die Zusammen- 
setzung C,H,,NO,S. Sie gibt auf dem Papierchromatogramm mit Nin- 
hydrin einen blauvioletten Fleck, entfairbt PtJ ,2°-Reagenz und KMn0O,- 
Lésung. Jodazid-Reagenz wird nur sehr langsam entfarbt. Mit Isatin- 
Reagenz gibt sie beim Erhitzen einen blaugriinen Fleck. Nach ihrer Ent- 
schwefelung mit Raney-Nickel lie} sich «-Alanin papierchromatogra- 
phisch und n-Buttersiure gaschromatographisch nachweisen. Einen wei- 
teren wichtigen Anhaltspunkt fiir die Struktur brachte die Einwirkung 
von Albizzia-Enzym?: die Substanz wurde dadurch unter Bildung von 
Brenztraubensiure, Ammoniak und einer thiolhaltigen Verbindung mit 
positiver Nitroprussidnatrium- und Jodazid-Reaktion gespalten. Die 


1 R. Gmelin, diese Z. 316, 164 [1959]. 
2 R. Gmelin, G. Hasenmaier u. G. StrauB, Z. Naturforsch. 12b, 687 
[1957]. 
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1960) 
Spezifitat von Albizzia-Enzym auf S-Alkyl-Derivate von L-Cystein wurde 
friiher®? gezeigt. Die Substanz mui demnach ein Thioither von n-But- 
tersiure und L-Cystein sein, fiir den 3 Formelméglichkeiten vorhanden 
sind. 

re ,-CH—CH,—CO,H CH;—CH,—CH—CO,H CH,—CH,—CH,—CO,H 

lana ! ‘ 

| | 
CH,—CH(NH,)—CO,H CH,—CH(NH,)—CO,H CH,—CH(NH,)—CO,H 


I II III 


lsinki, 
Da die Aminosiuren der Formel II und III*® wegen der Unter- 


schiede in den Ry-Werten, Farbreaktionen (II gibt mit Isatin-Reagenz 
nur eine schwache Fiirbung, III dagegen eine sehr starke Blaufirbung), 
irde | Schmelzpunkten und IR-Spektren ausgeschlossen werden konnten, bleibt 


XY- nur noch Formel I iibrig. Ein aus L-Cystein und 3-Chlor-buttersiure her- 
iure | gestelltes Vergleichspriparat war mit der isolierten Substanz identisch 
vor- | und unterschied sich von dieser als Diastereomerengemisch (am C-3 der 
iber | Buttersiuregruppe) lediglich in der optischen Drehung. Die neue Amino- 
Jen. | siure ist somit ein (-+)S-[f-Carboxy-isopropyl]-L-cystein. Die 
zur | sterische Konfiguration am C-3 der Buttersiurekette steht noch offen. 
ino- | Ein kiirzlich von Downey und Black® aus Hefekulturen isoliertes f- 
ren | Methyl-lanthionin kénnte auf Grund der optischen Drehung gleiches Koh- 
xy- | lenstoffgeriist und gleiche sterische Anordnung besitzen wie die neue 
est- | Aminosiure, die man vergleichsweise als ein Monodesamino-/-methyl- 
-[8- | lanthionin bezeichnen kénnte. Bemerkenswert ist ferner noch das Vor- 
xy- | kommen eines isomeren Cystein-thioiithers, (—)S-[6-Carboxy-propyl]- 
ier- | L-cystein, im Verband eines y-Glutamylpeptids, das vor kurzem von 
no- | Virtanen und Matikkala‘ aus der Kiichenzwiebel isoliert wurde. 
| in S-[8-Carboxy-isopropyl]-L-cystein scheint wiederum eine typische 
Mimosaceen-Aminosiiure zu sein. Es wurde in einigen Acacia- und Albiz- 
en- | zia-Arten neben anderen typischen Mimosaceen-Aminosiiuren ange- 
in- troffen. 
O4- Wir danken Herrn Prof. A. I. Virtanen fiir sein Interesse an dieser Arbeit. 
/in- Herrn Dr. Q. Jones, United States Department of Agriculture, New Crops Research 
Branch, Beltsville, Maryland, und Herrn P. Garnier, Bouaké, Céte d'Ivoire, dan- 


ken wir fiir die Samen von verschiedenen Mimosaceen-Arten. 
rei Unser Dank gilt ferner Herrn Mag. 0. Wahlroos fiir die Durchfiihrung der 
gaschromatographischen Analyse und Herrn Prof. A. Kjaer, Kopenhagen, fiir die 

ing Aufnahme der IR-Spektren. 
on ————— 
nit 3 §. Schwimmer u. A. Kjaer, Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 42, 
Jie 316 [1960]. 

4 A. I. Virtanen u. E. J. Matikkala, Suomen Kemistilehti B 33, 83 [1960]; 
diese Z. 322, 8 [1960]. 

5 M. D. Armstrong u. J. D. Lewis, J. org. Chemistry 16, 749 [1951]. 

6 Ph. F. Downey u.S. Black, J. biol. Chemistry 228, 171 [1957]. 
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Beschreibung der Versuche* 
Isolierung von S-[f-Carboxy-isopropyl]-L-cystein 

65 g feingemahlene Samen von Acacia millefolia wurden 3mal mit 1 1 Wasser 
ausgekocht. Das klare Filtrat wurde durch eine Siule mit 200 ml Amberlite IR 120 
(H®-Form) geschickt. Der Durchlauf wurde verworfen. Wahrend des Ionenaus- 
tauschs hatten sich im oberen Teil des Harzes gelbliche Flocken abgesetzt, die nach 
Beendigung des Austausches durch wiederholtes Schiitteln des Harzes mit des:. 
Wasser ausgeschlimmt wurden. Die Aminosiuren wurden in iiblicher Weise mit 
2proz. Ammoniaklésung eluiert. Das Eluat wurde im Vak. auf etwa 20 ml eingeengt 
und mit etwa 200 ml Athanol versetzt. Die dabei entstandene kristalline Fallung 
(Mischung aus Djenkolsaure, Albizziin, Willardiin. S-[f-Carboxy-athyl]-L-cystein 
und S-[f-Carboxy-isopropyl]-L-cystein) wurde abgesaugt und getrocknet (1,2 g). 
Die Mutterlauge wurde mit Ammoniak auf pq9 gebracht und bis zur Triibung mit 
Athanol versetzt. Nach mehrtagigem Stehenlassen im Eisschrank hatte sich 4- 
Hydroxy-pipecolinsaure an der GefaBwand kristallin abgeschieden. Sie wurde 
durch 2maliges Umfallen aus Wasser-Aceton rein erhalten. Ausb. 150 mg 4-Hy- 
droxy-pipecolinsaure. Die restliche Mutterlauge wurde eingedampft. Der 
Riickstand (0,6 g) wurde mit der ersten Fallung vereinigt. 

Das Aminoséurengemisch wurde einer kontinuierlichen Gegenstromverteilung 
zwischen den Phasen einer Partridge-Mischung unterworfen. Eine ausfihrliche Be- 
schreibung der Methode erfolgt an anderer Stelle’. Aus den papierchromatogra- 
phisch ermittelten Fraktionen schied sich beim Einengen S-[f-Carboxy-isopro- 
py1]-L-cystein in feinen, langen Nadeln ab. Es wurde durch 2maliges Umkristal- 
lisieren aus Wasser-Athanol analysenrein erhalten. Ausb. 145 mg. Schmp. 202°. 


[x];?: + 6,6° (c = 2,00, in Wasser). [«]*°: + 31° (c = 1,94, in InNaOH). 


C,H,;NO,S (207,25) Ber. C 40,56 H 6,32 N 6,76 S 15,47 
Gef. (40,37 H 6,35 N 6,60 S 15,39 


Hydrogenolytische Spaltung 
50 mg der Aminoséure wurden mit 500 mg Raney-Nickel nach Mozingo 
et al.® behandelt. Nach Vertreiben des Methanols im Vak. wurde mit Natronlauge 
alkalisch gemacht und filtriert. Das Filtrat wurde durch eine Séule mit Dowex 50 
(H®-Form) geschickt. 


Nachweis von n-Buttersaure als Spaltprodukt: Der schwach saure 
Durchlauf wurde 3mal ausgeathert. Der Atherphase wurde durch 3maliges Aus- 
schiitteln mit wenig 10proz. Natronlauge die Saéure entzogen. Die waBr. Phase 
wurde mit 85proz. Phosphorsaure angesiuert und 3mal mit méglichst wenig Ather 
ausgeschiittelt. Die Atherphase wurde iiber Na,SO, getrocknet und filtriert. Diese 
Lésung diente zur gaschromatographischen Analyse. Als Kontrollen dienten ather. 
Lésungen von n-Buttersaure und Isobuttersiure. Die gaschromatographische Ana- 
lyse** ergab, daB bei der hydrogenolytischen Spaltung der neuen Aminosaure n- 
Butterséure entstanden war. 


Identifizierung von «-Alanin als Produkt der hydrogenolytischen 
Spaltung: Nach Waschen der Dowex-50-Saule mit dest. Wasser wurde mit lproz. 


* Die Schmelzpunkte sind unkorrigiert. Mikroanalysen bei A. Bernhardt, 
Max-Planck-Inst. fiir Kohlenforsch., Miilheim a. d. Ruhr. 

** Stationare Phase: Polyathylenglykol-Adipat (,,Rheoplex 400‘) (Hersteller- 
firma Griffin & George Ltd., London). 

Tragergas: Argon; n ~~ 2000; t = 150°. Die Retentionszeiten betrugen fiir 
Isobuttersaure 11,5 Min., fiir Buttersiure 14,5 Min. und fiir das Spaltprodukt der 
neuen Aminosauren 14,5 Min. 

? P. K. Hietala, Dissertation, Helsinki (in Vorbereitung). 

8 R. Mozingo, D. E. Wolf, St. A. Harris u. K. Folkers, J. Amer. chem. 
Soc. 65, 1013 [1943]. 
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Ammoniak-Lésung eluiert. Das Eluat wurde auf etwa 1 ml eingeengt. 50-yl-Portio- 
nen wurden auf Whatman-Nr. 1-Papier aufgetragen und absteigend in den Lésungs- 
mittelsystemen Butanol/Essigsiure/Wasser 4:1:1, wassergesitt. Phenol und 
Pyridin/Amylalkohol/Wasser 7:7:6 chromatographiert. Als Vergleichssubstanzen 
liefen x-Alanin und #-Alanin mit. Das Spaltprodukt zeigte in allen 3 Lésungsmittel- 
systemen gleiche Ry-Werte wie x-Alanin und gab mit Ninhydrin die gleiche Far- 
bung wie dieses. 


Enzymatische Spaltung der Aminosaure durch das Albizzia-Enzym 

20 mg Substanz wurden in 0,2 ml Boratpuffer gelést. Durch verdiinnte NaOH- 
Lésung wurde die Mischung auf px8,5 gebracht. Nach Zugabe von 0,2 ml Roh- 
enzymlésung aus Samen von Albizzia lophantha® wurde 8 Stdn. bei 37° inkubiert. 
Brenztraubenséure und Ammoniak wurden nach Stoll und Seebeck® nachgewie- 
sen. B-Mercapto-buttersaure, die bei der enzymatischen Spaltung von S- 
[B-Carboxy-isopropyl]-L-cystein neben Brenztraubenséure und Ammoniak ent- 
stand, wurde papierchromatographisch nachgewiesen. (PtJ,?°-Reagenz”, Jodazid- 
Reagenz?, Nitroprussidnatrium-Reagenz? und KMnO,-Lésung als Spriihmittel. 
Ry-Wert von f-Mercapto-buttersiure in Butanol/Eisessig/Wasser 4:1:3 0,85, in 
Pyridin/Amylalkohol/Wasser 7:7:6 0,53). Die Aminosaure selbst war nach Enzym- 
einwirkung papierchromatographisch nicht mehr nachweisbar. 


Synthese von S-[f-Carboxy-isopropyl]-L-cystein 
Nach Armstrong und Lewis? wurden 6,1 g L-Cystein und 2 g NaOH in einem 
Rundkolben in 30 ml Wasser gelist. Aus einem Tropftrichter wurde portionsweise 
eine Suspension von 6,1 g pL-3-Chlor-buttersaure und 2 g NaOH in 10 ml Wasser zu- 
gegeben. Die Mischung wurde unter Durchleiten von Stickstoff 6 Stdn. auf dem 
siedenden Wasserbad erhitzt und iiber Nacht stehen gelassen. Die Lésung wurde mit 
konz. Salzsiure auf px3 gebracht, auf etwa 60° erwarmt und bis zur Triibung mit 
einer Alkohol-Aceton-Mischung versetzt. Beim Erkalten schied sich S -[6-Carboxy- 
isopropyl]-L-cystein in farblosen Nadeln aus. Es wurde 2mal aus Athanol- 
Wasser umgefallt. Ausb. 5,1 g. 
Schmp. 202°. [x]e?: —1,2° (c = 1,65, in Wasser) ; [a]e: + 23,79 (c = 4,64 in 
In NaOH). 
C,H,,NO,S (207,25) Ber. C 40,56 H 6,32 N 6,76 S 15,47 
Gef. C 40,54 H 6,32 N 6,80 S 15,31 


Das IR-Spektrum der synthet. Aminosiure war identisch mit dem des Natur- 
produkts, ebenso die Ry-Werte in verschiedenen Lésungsmittelsystemen. 
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IR-Spektrum von S-[f-Carboxy-isopropy]]-L-cystein. 990 y in 300 mg KBr gepreBt. 
Die Spektren der natiirlichen Substanz und des Syntheseprodukts sind identisch. 


® A. Stollu. E. Seebeck, Helv. chim. Acta 32, 197 [1949]. 
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Zusammenfassung 


Aus den Samen von Acacia millefolia wurde (+) S-[f8-Carboxy-iso- 
propyl ]-L-cystein isoliert. Die Struktur wurde durch verschiedene Abba1- 
reaktionen gesichert. Synthet. S-[$-Carboxy-isopropyl]-L-cystein war bis 
auf die opt. Drehung identisch mit dem Naturprodukt. 


Summary 


(+)S-(f-carboxyisopropyl)-L-cysteine has been isolated from the 
seeds of Acacia millefolia. Its structure was confirmed by various degrada- 
tion reactions. Synthetic S-(8-carboxyisopropyl)-L-cysteine was identical 


with the natural product, except in optical rotation. des: 
Mec 
Dr. Rolf Gmelin, Biochemisches Institut, Kalevankatu 56 B, Helsinki, Finn- ind 


land. 
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Zur Biogenese von Methionin 
Von 
W. Wilmanns, B. Riicker und L. Jaenicke 
Aus dem Chemischen Universititslaboratorium Miinchen, Institut fiir Biochemie 


(Der Schriftleitung zugegangen am 12, Dezember 1960) 


Die Methylgruppe des Methionins stammt aus dem Einkohlenstoff-Reservoir 
des Stoffwechsels, wobei FH,* als Cofaktor bendtigt wird)”. Im folgenden wird ein 
Mechanismus angegeben, durch den die an FH, aktivierte Hydroxymethylgruppe* 
in die Methylgruppe des Methionins umgewandelt wird. 

Das methioninbildende Enzymsystem wurde weitverbreitet in Bakterien und 
in Saéugetiergewebe nachgewiesen, was besonders deswegen interessant ist, weil 
Methionin zu den essentiellen Aminoséuren zahlt. Die spezifischen Aktivitaten 
sind aber stets nur gering. Mit Ammoniumsulfatfraktionen von partikelfreien 
Schweineleberextrakten wurden die generellen Eigenschaften des Systems unter- 
sucht. Die Methioninbildung ist der Enzymkonzentration proportional. Das py- 
Optimum liegt scharf bei p_7,0. Das Enzym wird bei weiterer Anreicherung sehr 
instabil. Die Reaktion hat ein absolutes Bediirfnis fiir Formaldehyd und Homo- 
cystein als Substrate und fiir FH, als Cofaktor (Tab. 1). AuBerdem erfordert sie 
ATP und bei katalytischen Mengen FH, (6 x 10-5m) ein Pyridinnucleotid und 
ein reduzierendes System. Im Vergleich zu DPN® ist TPN® etwa um das 4fache 
wirksamer. Die Michaelis-Konstante fiir Formaldehyd ist 3 x 10-4, fiir FH, 
1 x 10-5, Die Methioninsynthetase-Reaktion hat ein Bediirfnis fiir zweiwertige 
Kationen, jedoch nicht spezifisch fiir Mg2®. Die Methylgruppen-Synthese wird durch 
10-5m Amethopterin und Tetrahydroaminopterin gehemmt. Die Menge de novo 
entstehenden Methionins steht in etwa stéchiometrischem Verhaltnis zur zu- 
gesetzten FH,-Menge. Das ATP-Bediirfnis der Reaktion kann im Rohextrakt voll- 
staindig durch Adenosin ersetzt werden. Er enthalt die von Cantoni® beschriebene 
pyridoxal-abhaingige Adenosyl-homocystein-Synthetase : 


Adenosin + Homocystein > S-Adenosyl-homocystein. 


Durch Calciumphosphatgel-Adsorption gelingt es, dieses Enzym abzutrennen; dann 
kommt die Methioninsynthese zum Stillstand. Sie kann aber durch Zusatz der aus 
Rattenleber gereinigten Adenosyl-homocystein-Synthetase oder durch synthetisches 
S-Adenosyl-L-homocystein® wieder in Gang gebracht werden. Die Menge des 


* Es werden folgende Abkiirzungen benutzt: ATP = Adenosintriphosphat, 
FH, = 5.6-Dihydrofolsiure, FH, = 5.6.7.8-Tetrahydrofolsiure, DPN = Di- 
phosphopyridinnucleotid, TPN = Triphosphopyridinnucleotid, 1 nMol (Nanomol) 
= 10-° Mol. 

1 P. Berg, J. biol. Chemistry 205, 145 [1953]; V. M. Doctor, T. L. Patton 
u. J. Awapara, Arch. Biochem. Biophysics 67, 404 [1957]; A. Nakao u. D. M. 
Greenberg, J. biol. Chemistry 280, 603 [1958]; A.Stevens u. W.Sakami, 
J. biol. Chemistry 234, 2063 [1959]; W.Sakami in: W.D. McElroy u. H. B. 
Glass, ASymposium on Amino Acids, 8. 658, The Johns Hopkins Press, Baltimore 
1955. 

2 R. L. Kisliuk u. D. D. Woods, Biochem. J. 75, 467 [1960]. 

3 L. Jaenicke, Angew. Chem., im Druck. 

4 G. delaHaba u. G. L. Cantoni, J. biol. Chemistry 234, 603 [1959]. 

5 W. Sakami u. A. Stevens, Bull. Soc. Chim. biol. 40, 1787 [1958]. 
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Methionins ist der S-Adenosyl-homocystein-Konzentration direkt proportional 
(Tab. 2). Das primare Produkt der Synthese ist S-Adenosyl-methionin. Das radio- 
aktive Reaktionsprodukt lé8t sich nicht an Dowex-1 adsorbieren, wandert auf 
Papier in zwei Solventien einheitlich mit dem Ry-Wert von Adenosyl-methionin™. 
Es hat ein 260-mu-Maximum, gibt die Ninhydrinreaktion und ist in der Methy!- 
pherase-Reaktion auf Kreatin® aktiv. 


Tab. 1. Komponenten des methionin-bildenden Systems. 











System Methionin 
nMol 
komplett . .. . 360 
ohne FH, .. . 5 
ohne Homocystein 0 
ohne Adenosin . 24 
ohne TPN®-System 300 


Ansatz: 1,2 «Mol pi-FH,, 3 wMol!'!C-Formaldehyd (spezif. Akt. 10 000 Imp./ 
uMol), 5 uMol Homocystein (Fluka), 2,5 u.Mol Adenosin, 0,5 uMol TPN® (Boeh- 
ringer), 5 wMol Glucose-6-phosphat, 20 uMol MgCl,, 50 w.Mol K-Phosphat, px 7,4, 
1,2 mg Protein. Vol.: 0,6 ml. Inkubation: 60 Min. bei 37°, anaerob. 

Das Enzym wurde durch Ammoniumsulfatfallungen (0,3—0,5; 0,33—0,4), 
Dialyse (pH7,2) und Protaminfallung erhalten. Anreicherung etwa 8fach. 

Nach der Inkubation wird mit Trichloressigsiure enteiweiBt und in einem 
aliquoten Teil die durch nichtenzymatische Kondensation entstandene 1.3-Thiazan- 
carbonsaure-(4) mit Permanganat oxydiert. Methionin wird hierbei quantitativ in 
stabiles Methioninsulfoxyd iibergefiihrt, das als einzige nichtfliichtige radioaktive 
Verbindung ausgezahlt wird. 


Tab. 2. S-Adenosyl-homocystein als Zwischenprodukt. 





S-Adenosyl-homocystein eingesetzt (s Mol) 0,6 0,9 1,8 2,4 3,0 




















Methionin gefunden (nMol) ....... 72 110 | 135 | 202 | 180 


Ansatz wie Tab. 1, jedoch ohne Adenosin und Homocystein. Enzym: Gel- 
Eluat nach Ca-Phosphat-Adsorption 1:1,5. Bestimmung vgl. Legende zu Tab. 1. 


Die Gel-Eluate katalysieren die zusammengesetzte Reaktion: 
CH,OH-FH, + S-Adenosyl-homocystein - S-Adenosyl-methionin -+- FH, (1) 


Sie enthalten auch die Hydroxymethyltetrahydrofolsiure-Synthetase’’, durch 
deren Reaktionen (CH,O + FH,+-CH,OH-FH,) aktiver Formaldehyd entsteht. 
In Abwesenheit von S-Adenosyl-homocystein entsteht aus durch chemische Kon- 
densation gebildeter Hydroxymethyl-FH,,’ ein Folsiurederivat, dessen Absorptions- 
spektrum eine charakteristische spektrale Verschiebung von 290 nach 320 my auf- 
weist. Das neue Produkt besitzt sowohl bei der Chromatographie wie bei der 
Elektrophorese, basischere Eigenschaften als Hydroxymethyl-FH,. Es konnte aber 


* Butanol, gesitt. mit Essigsiure Ry 0,0; 5° KH,PO, in Isoamylalkohol 
Ry 0,75; Papier Schleicher & Schiill 2043b Mgl. 

6 G. L.Cantoni u. P. J. Vignos, jr., J. biol. Chemistry 209, 647 [1954]. 

? L. Jaenicke, Federation Proc. 15, 281 [1956]. 

8 F. M. Huennekens, M.J. Osborn u. H. R. Whiteley, Science [Wash- 
ington], 128, 120 [1958]. 
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bisher noch nicht in gréBerer Menge isoliert werden. Die eluierte Verbindung kann 
mit dem Gel-Eluat die Methylgruppe direkt auf den Methylacceptor, S-Adenosy]- 
homocystein, iibertragen, wobei FH, entsteht. Wir schreiben ihm daher vorlaufig 
die Struktur eines ammonium-artigen Methyl-dihydrofolats zu. Die nach Gl. 1 frei- 
werdende FH, wurde mit der TPN®-spezifischen FH,-Reduktase® nachgewiesen. 
Weder die Umwandlungsreaktion noch die Kondensation werden durch Folsaure- 
Antagonisten blockiert. Die eine Teilreaktion ist demnach eine Methyliibertragung 
(Gl. 3), die andere eine neuartige Disproportionierungsreaktion (Gl. 2), bei der die 
Wasserstoffatome der Tetrahydrofolsiure als Wasserstoff-Donatoren fiir die Re- 
duktion der an Folséure gebundenen Einkohlenstoff-Einheit dienen. 


CH,OH-FH, > ’CH,-FH,” (2) 
”CH,-FH,” + S-Adenosyl-homocystein - S-Adenosyl-methionin + FH, (3) 


Auf Grund dieser Ergebnisse sollte das Pyridinnucleotid keine unmittelbare 
Rolle in der Gesamtreaktion spielen. Tatsichlich wurde gefunden (Tab. 3), daB das 
TPNH-Bediirfnis durch Substratmengen FH, ersetzt werden kann. Mit kata- 
lytischen Mengen kam es dagegen auch in Anwesenheit von TPN® nicht zu einer 
nennenswerten Methioninsynthese. Jedoch 14Bt sich nahezu die optimale Aktivitiat 
durch Zusatz der zwischen 50 und 75%, Ammoniumsulfat-Sattigung ausfallenden 
FH,-Reduktase® wieder herstellen. Bei Anwesenheit dieses Enzyms und von TPNH 
konnte FH, durch FH, ersetzt werden. Diese Beobachtungen erklairen auch das 
Phanomen der Hemmung der Methioninsynthese durch Folsiureantagonisten, da 
von den verschiedenen Teilreaktionen lediglich die Folsiurereduktase, nahezu irre- 
versibel, durch diese Inhibitoren blockiert wird (vgl. auch I. c.°). 


Tab. 3. Tetrahydrofolsiure als Wasserstoffdonator der Methionin-Synthese. 








eingesetzt: 
HH (uMol) 2... 5s 0,06 0,6 | 0,06 0,6 0,06 0,6t 
EPING (nol)... 6 sx 0 0 0,5 0,5 0,5 0,5 
gefunden: 
Methionin (nMol). . .. | 12 130 | 81 260 244* 180t 
50** 10tt 




















Ansatz und Bestimmung s. Legende zu Tab. 1. 


* + FH,-Reduktase; ** dgl. + 107!m Amethopterin; 
t FH, durch FH, ersetzt; ff dgl., ohne FH,-Reduktase. 


Aus den angefiihrten Versuchen muB gefolgert werden, da8 Formaldehyd direkt 
durch die Wasserstoffatome der FH, zur Methylgruppe reduziert wird. Tatsachlich 
ist es moglich, aus 6,7-tritiierter FH, einen Tritium-Einbau in die Methylgruppe von 
Methionin zu demonstrieren. Wird tritiierte FH, mit unmarkiertem Formaldehyd 
prainkubiert und dann — wie angegeben — mit S-Adenosyl-homocystein enzy- 
matisch kondensiert, 14Bt sich im isolierten Methionin Tritium nachweisen. Die 
Aktivitat findet sich nach Spaltung mit Jodwasserstoffsiure!® lediglich im aus der 
Methylgruppe kommenden Tetramethyl-ammoniumsalz (Tab. 4). 

Diese Versuche zeigen also, daB die Wasserstoffatome der FH, reduzierend 
wirken kénnen. Wir haben damit in der FH, auBer der bereits bekannten Funktion 
der Aktivierung und Ubertragung von Einkohlenstoffresten noch eine dritte 
Funktion, namlich die Wirkung als Redox-Katalysator. Eine Beteiligung von 
Vitamin B,,? oder Flavinen"™ ist im verwendeten Enzymsystem nicht ersichtlich. 


® §. Futterman, J. biol. Chemistry 228, 1031 [1957]. 

10 §. Simmonds, M. Cohn, J. P. Chandler u. V. du Vigneaud, J. biol. 
Chemistry 149, 519 [1943]. 

11 F.T. Hatch, 8. Takeyama, R.E.Cathou, A. R. Larrabee u. J. M. 
Buchanan, J. Amer. chem. Soc. 81, 6525 [1959]. 
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Tab. 4. Einbau von Tritium in Methionin. 











Tritium-FH, Methionin Tritium in 
ges. Imp. spezif. Akt. Methylgruppe* | Homocystein 
64 000 5 600 + 0 
80 000 6 300 a 0 





* Die Methylgruppe wurde nach Simmonds” als Tetramethyl-ammoniumchlorid gemessen. 
Die MeBgenauigkeit und evtl. Isotopeneffekte erlauben in diesem Fall nur qualitative Angaben. 


Ansatz wie Tab. 1. Methioninsynthese: 160 nMol. Tritium-FH, wurde dar- 
gestellt durch Reduktion von Folséure mit Dithionit in T,0, dann mit KBT,, 
Messung im GasdurchfluBzahler nach Kohleadsorption der Folat-Verbindungen. 


Der Mechanismus der Methioninsynthese (Gl. 10) 14Bt sich nach den be- 

schriebenen Versuchen in folgender Weise zusammenfassen : 
FH, wirkt als Trager und Aktivator des Formaldehyds (Gl. 5). Aus Hydroxy- 
methyl-FH, (in der N5.N1°-Methenylform) entsteht durch inter- oder intra- 
molekulare Oxydoreduktion zunaichst das hypothetische Methyl-dihydrofolat- 
Produkt (Gl. 6). Dieses kondensiert sich mit dem aus Adenosin und Homocystein 
(Gl. 4) entstandenen Acceptor S-Adenosyl-homocystein zum S-Adenosyl-methionin, 
wobei FH, entsteht (Gl. 7). 

S-Adenosyl-methionin kann bei Transmethylierungen die Methylgruppe direkt 
auf einen Acceptor iibertragen, wobei wiederum S-Adenosyl-homocystein entsteht, 
oder aber, es wird unter (evtl. phosphorolytischer) Abspaltung von Adenosin 
Methionin gebildet (Gl. 8). Die bei der Gesamtreaktion entstehende FH, wird durch 
FH,-Reduktase zu FH, reduziert (Gl. 9). 


Adenosin + Homocystein —~ S-Adenosyl-homocystein + H,O (4) 





FH, + CH,O -~ Hydroxymethyl-FH, (5) 
F ing ast CH, 
ned H N-— <a NH — (6) 
‘4 CH,” i in CH,” 
Hydroxymethyl-FH, 
I + S-Adenosyl-homocystein ~~ S-Adenosyl-methionin + FH, (7) 
S-Adenosyl-methionin -+- H,O —> Methionin + Adenosin (8) 
FH, + TPNH + H® — FH, + TPN® (9) 
CH,O + Homocystein + TPNH + H® — Methionin + TPN® (10) 


Wir danken der Deutschen Forschungsgemeinschaft und dem Fonds 
der Chemie sowie der Fa. C. H. Boehringer, Ingelheim, fiir die groBziigige Unter- 
stiitzung der Arbeiten. 


Zusammenfassung 


Es wird ein Mechanismus postuliert, nach dem bei der enzymatischen 
Synthese des Methionins Tetrahydrofolsiure gleichzeitig als Traiger und 
als Reduktionsmittel der gebundenen Einkohlenstoff-Einheit fungiert. 
Der Acceptor der so gebildeten Methylgruppe ist S-Adenosyl-homocystein. 











10) 


, 5 fa B 
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Summary 


A mechanism is proposed, whereby tetrahydrofolic acid acts simultane- 
ously as reducing agent and carrier of the bound one-carbon-unit in 
enzymic methionine synthesis. The acceptor of the resulting methyl 
group is S-adenosyl-homocysteine. 


Dr. L. Jaenicke, Chemisches Laboratorium der Universitat, Institut fiir 
Biochemie, Miinchen 2, KarlstraBe 23. 





